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1 Einleitung  1 
Abb. 1.1 
Schwierigkeiten der Bruchpunktlokalisation anhand konven-
tionell gebänderter Chromosomen 
Links sind jeweils schematisch Ausschnitte eines Giemsa-gebänderten 
normalen Chromosoms abgebildet, rechts sind die durch eine Deletion 
resultierenden aberranten Chromosomen skizziert.  
(A) Eine Deletion (symbolisiert durch die schwarze Klammer) führt zu 
einem aberranten Chromosom. Die Bruchpunkte können dabei relativ  
genau beschrieben werden. (B) Durch verschiedenfarbige Klammern sind unterschiedliche Deletionen cha-
rakterisiert, die alle zu einem in der Bandenabfolge identischem Chromosom führen. Aussagen zu den invol-
vierten Bruchpunkten sind nur mit z. T. großer Ungenauigkeit möglich.
1 Einleitung 
Die Identifizierung chromosomaler Veränderungen und die Charakterisierung von Chro-
mosomenbruchpunkten sind wichtige Bestandteile der zytogenetischen Diagnostik. Ange-
borene (konstitutionelle) oder erworbene Chromosomenaberrationen (meist in Zusam-
menhang mit malignen Neoplasien) werden dabei unterschieden. Insbesondere bei hä-
matologischen Erkrankungen kommt der zytogenetischen Analyse von Knochenmark- und 
peripheren Blutzellen große Bedeutung zu, da vielfach bestimmte Erkrankungen mit spe-
zifischen Chromosomenaberrationen einhergehen. Der Nachweis einer Aberration und die 
Identifizierung der involvierten Bruchpunkte können eine Einordnung der Erkrankung in 
eine bestimmte klinische Entität sowie die Abschätzung der Prognose und vielfach eine 
risikoadaptierte Behandlungsstrategie ermöglichen. Bei konstitutionellen chromosomalen 
Veränderungen ist eine Korrelation chromosomaler Aberrationen und deren Bruchpunkte 
zum klinischen Erscheinungsbild ebenfalls relevant, z. B. für Aussagen zur Diagnose, 
Prognose und Risikoabschätzung für Nachkommen. 
 
Die Giemsa-Bänderung (Seabright, 1971) – eine Methode der zytogenetischen Routine-
diagnostik – beruht auf einer Anfärbung chromosomaler Proteine (Verma und Babu, 1994) 
und erzeugt auf diese Weise eine für jedes Chromosom charakteristische Schwarz-Weiß-
Bandenabfolge. Chromosomale Rearrangements und die daran beteiligten Bruchpunkte 
können dann beschrieben werden, wenn eine Veränderung dieser Bandenabfolge sicht-
bar wird. Nicht in jedem Fall ist es jedoch möglich, eindeutige Aussagen zur Lage der je-










Ziel dieser Arbeit war es nun, chromosomale Bruchpunkte mit einer höheren Genauigkeit 
- als bisher erreichbar - zu charakterisieren.  
Dazu war es notwendig, die Ungenauigkeiten der Protein-vermittelten Bänderung zu über-
winden. Die Entwicklung einer geeigneten DNA-basierenden Bänderungsmethode der 
Chromosomen bot sich an. Sie sollte eine klare Unterscheidung chromosomaler Sub-
Banden ermöglichen und eine Differenzierung des gesamten Aberrationsspektrums, wie 
Translokationen, Deletionen, Duplikationen, Inversionen und Insertionen, erlauben. Nach 
Evaluierung dieser Methode wurde die Leistungsfähigkeit dieses Verfahrens anhand von 
Fällen mit konstitutionellen und erworbenen chromosomalen Veränderungen untersucht.  
Mit Hilfe differenzierter molekularzytogenetischer Verfahren konnte gezeigt werden, daß 
(1.) sowohl in Fällen mit konstitutionellen als auch mit tumorspezifischen Veränderungen 
wesentliche Korrekturen der nach Giemsa-Bänderung beschriebenen Bruchpunkte vorge-
nommen werden mußten. Eine Korrektur der Bruchpunkte ließ (2.) in vielen Fällen eine 
Korrelation zu den bestehenden klinischen Auffälligkeiten zu. Ferner wurde geprüft, ob die 
Analyse von Tumorchromosomen (3.) eine Beschreibung neuer Bruchpunkte, die in Ver-
bindung mit der Karzinogenese oder Karyotypevolution stehen könnten, erlaubt. Es 
konnte (4.) exemplarisch gezeigt werden, daß nach der Charakterisierung chromosomaler 
Bruchpunkte eine weiterführende molekulargenetische Analyse bis auf Genebene und der 
Nachweis einer Genfusion möglich ist.  
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Es wurde (5.) bei bestimmten Formen der Robertsonschen Translokationen eine Ein-
grenzung der chromosomalen Bruchpunktregion erreicht, welche Hinweise auf die diesen 




Die Geschichte der menschlichen Zytogenetik (= Chromosomenforschung) kann in 3 
Epochen eingeteilt werden: 
? die Ära vor der ersten Chromosomenbänderung von 1879 bis 1968 
? die Ära der Chromosomenbänderungen von 1968 bis 1986 
? die Ära der molekularen Zytogenetik seit 1986. 
 
1.1.1 Klassische Zytogenetik 
1879 beschrieb Arnold erstmals menschliche Chromosomen, die er mit Hilfe des Lichtmi-
kroskops gesehen hatte. Der Begriff „Chromosom“ (chroma = Farbe und soma = Körper) 
wurde im Jahre 1888 eingeführt (Waldeyer, 1888). In dem Artikel „The chromosome inhe-
rity“ bezeichnete Sutton zeitgleich mit Boveri („Ergebnis über die Konstitution der charak-
teristischen Substanz der Zellkerne“, 1903) die Chromosomen als die Träger der Erb-
anlagen. Erste DNA-Strukturanalysen wurden 1944 veröffentlicht (Avery et al., 1944) und 
die exakte Beschreibung des DNA-Moleküls gelang Watson und Crick im Jahr 1953. Tijo 
und Levan beschrieben 1956 erstmals korrekt, daß der humane Karyotyp aus 46 Chro-
mosomen besteht. Zu dieser Zeit war bereits bekannt, daß Colchizin zu einer Arretierung 
des Zellzyklus in der Metaphase führt (Levan, 1938) und die Chromosomen sich in die-
sem Teilungsstadium gut darstellen lassen. Lejeune und Mitarbeiter beschrieben 1959 die 
Trisomie des Chromosoms 21 beim Down-Syndrom; das Auftreten eines zusätzlichen 
Chromosoms 13 beim Pätau-Syndrom (Pätau et al., 1960), die Trisomie 18 als Ursache 
des Edwards-Syndroms (Edwards et al., 1960) und die chromosomalen Konstellationen 
beim Ulrich-Turner- (Ford et al., 1959) sowie Klinefelter-Syndrom (Jacobs und Strong, 
1959) wurden als erste klinische Chromosomenbefunde veröffentlicht. Strukturelle Chro-
mosomenaberrationen wurden ebenfalls schon im Jahre 1960 beschrieben, so die 
Translokation der Chromosomen 13 und 21 bei Kindern mit Down-Syndrom (Polani et al., 
1960) und es wurde die erste erworbene chromosomale Aberration – das Philadelphia-
Chromosom – entdeckt, welches bei der chronisch myeloischen Leukämie auftritt (Nowell 
und Hungerford, 1960).  
Eine Bruchpunktcharakterisierung unter der heutigen Sichtweise war zu dieser Zeit noch 
nicht möglich, da weder eine Methode zur Charakterisierung chromosomaler Banden und 




Die Bänderungsära startete mit der Entdeckung und Beschreibung, daß der Fluores-
zenzfarbstoff Quinacrin in bestimmte Bereiche des Chromosoms interkalliert und eine 
reproduzierbare Bänderung der Chromosomen (Q-Banding) bewirkt (Caspersson et al., 
1968, 1970a, 1970b).  
Die in der heutigen Zeit am häufigsten angewandte Methode, um Chromosomen „in helle 
und dunkle Bereiche zu unterteilen“, ist die GTG-Bänderung (G-Bands by Trypsin using 
Giemsa). Dabei werden die chromosomalen Proteine gezielt mit Trypsin behandelt und 
anschließend mit einer Giemsa-Lösung gefärbt (Seabright, 1971). Die Q-Banden sind im 
Wesentlichen übereinstimmend mit den Giemsa-Banden. Die R-Bänderung (Dutrillaux 
und Lejeune, 1971) ist eine sogenannte reverse Färbemethode, d. h., die R-negativen 
Banden entsprechen Giemsa-positiven Banden und umgekehrt.  
1 Einleitung  3 
Die Nomenklatur der humanen Chromosomen ist im „International System for Human 
Cytogenetic Nomenclature“ (= ISCN, 1995)* (Mitelman, 1995) festgelegt, und orientiert 
sich am GTG-Bandenmuster der Chromosomen.  
Als chromosomale Banden werden die alterierenden hellen und dunklen Bereiche auf den 
Chromosomen bezeichnet, die nach Färbung sichtbar werden. Eine Sub-Bande kann 
dann beschrieben werden, wenn sich eine Bande in mehrere „Untereinheiten“ aufgliedert 
(ISCN, 1995). 
 
Eine weitere Methode der Bänderung ist die CBG-Färbung (C-Banding using Giemsa) 
(Arrighi und Hsu, 1971), die eine Anfärbung des zentromernahen Heterochromatins er-
laubt. Die Darstellung der Nukleolus-organisierenden-Regionen (NORs) auf den kurzen 
Armen der akrozentrischen Chromosomen wurde von Goodpasture und Bloom (1975) 
beschrieben. 
 
Die Einführung der oben genannten Methoden erlaubte neben der Identifikation numeri-
scher Chromosomenaberrationen auch eine Beschreibung struktureller Veränderungen, 
wie z. B. Inversionen, Duplikationen, Deletionen und Translokationen. Die sichere Erken-
nung solcher derivativer Chromosomen ist zum einen abhängig von der Art der Aberration 
und wird zum anderen sehr stark von dem zu untersuchenden Gewebe und der erzielten 
Auflösung bei der Chromosomenpräparation bestimmt. Mittels GTG-Bänderung können 
nur solche Veränderungen detektiert werden, die eine Verschiebung oder Größenvariation 
der Bandenabfolge (Grauwertabstufungen) oder des Zentromer-Index bedingen (siehe 
auch Abb. 1.1). Durch bestimmte Kulturbedingungen kann ein High-resolution-banding 
erzielt werden (Yunis et al., 1976). Die Methode des Chromosome-stretching (Hlics et al., 
1997a) erhöht ebenfalls die Auflösung der Chromosomenpräparationen, ist aber sowohl 
technisch schwierig als auch zeitaufwendig und somit meist nur der Bearbeitung speziel-
ler Fragestellungen vorbehalten.  
Die GTG-Bänderung der Chromosomen erlaubt eine Bruchpunktcharakterisierung mit 
einer Genauigkeit von 5-10 Mb. Durch das High-resolution-banding und das Chromo-
some-stretching ist es möglich, chromosomale Deletionen ab einer Größe von ca. 3 Mb 
zu beschreiben (Küchler et al., 2001). Voraussetzung dafür ist, daß die zu beurteilende 
chromosomale Region bekannt ist und gezielt deren Struktur untersucht werden kann.  
 
1.1.3 Molekulare Zytogenetik 
Ein neuer Bereich der Zytogenetik, der einen DNA-spezifischen Nachweis chromosomaler 
Bereiche ermöglicht und somit auch Aussagen zu chromosomalen Bruchpunkten erlaubt, 
wurde als „molekulare Zytogenetik“ bezeichnet.  
 
1.1.3.1 Prinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) 
Die der molekularen Zytogenetik zugrunde liegende Technik ist die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH). Mittels FISH ist der spezifische Nachweis von Nukleinsäuren im 
Zellkern und an Metaphasechromosomen möglich. Dabei werden zwei DNA-Moleküle 
gegeneinander hybridisiert, eines der Moleküle ist auf einem Objektträger (= Ziel-DNA) 
lokalisiert, die DNA-Sonde ist hingegen markiert und nicht an ein Substrat gebunden 
(siehe Abb. 1.2).  
Mit dieser Technik und der Verwendung von fluoreszenzmarkierten Sonden wurde es 
möglich, die Lokalisation spezifischer DNA-Sequenzen direkt im biologischen Material (in-
situ) sichtbar zu machen. Andere Nukleinsäure-Hybridisierungsverfahren, wie z. B. die 
Southern-Blot-Hybridisierung, arbeitet hingegen mit einer festen Trägermembran und in-
vitro (Southern, 1975). 
* Die erste nomenklatorische Beschreibung menschlicher Chromosomen erschien 1978 (ISCN, 1978).
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Abbildung 1.2  
Schematische Darstellung des Prinzips der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
DNA-Sonden werden mit einem Fluoreszenzfarbstoff (direkte Methode = A) oder mit Haptenen, wie Biotin 
oder Digoxigenin (indirekte Methode = B), entweder über eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit degene-
rierten Oligonukleotid-Primern (DOP-PCR) [Telenius et al., 1992a]) oder über eine Nick-Translation [Rigby et 
al., 1977] markiert. Dann wird sowohl die Sonden- als auch die Ziel-DNA, welche auf einem Objektträger 
fixiert ist, durch Hitze- oder Alkali-Denaturierung einzelsträngig gemacht. Im anschließenden Hybridisierungs-
schritt lagert sich die markierte DNA-Sonde an homologe DNA-Sequenzen der unmarkierten Ziel-DNA. Nach 
direkter Markierung (A) der DNA-Sonde kann die Auswertung der Signale unmittelbar an einem Fluoreszenz-
mikroskop erfolgen. Bei der indirekten Methode (B) ist eine vorherige Detektion der mit Haptenen markierten 
DNA mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern nötig.  
 
 
1.1.3.2 Gebräuchliche Sonden in der FISH 
Folgende DNA-Sonden können bei einer Hybridisierung eingesetzt werden: 
 
? Chromosomen-Sonden (Chromosome painting probes) 
Diese Sonden werden zur Markierung des gesamten Chromosoms [whole chromosome 
painting (wcp)] oder von Teilbereichen von Chromosomen [partial chromosome painting 
(pcp)] z. B. zum Nachweis der kurzen (p) oder der langen (q) Arme der Chromosomen 
eingesetzt. Weitere Painting-probes sind die Chromosomenregion-spezifischen Sonden 
[region specific partial chromosome painting (rpcp)]. Wcp-Sonden können sowohl durch 
Flow-sorting (z. B. Speicher et al., 1996) als auch durch Mikrosezierung (Senger et al., 
1998) hergestellt werden. Pcp-Sonden werden entweder durch Mikrosezierung (Lüdecke 
et al., 1990) oder aus Radiation-hybrid-clones (z. B. Müller et al., 1997) gewonnen.  
 
? Lokusspezifische Sonden (Single copy probes) 
Sie werden zur Sichtbarmachung bestimmter Chromosomenbanden, einzelner Gene oder 
definierter DNA-Sequenzen eingesetzt. Genomabschnitte werden hierbei in bestimmte 
künstliche DNA-Vektoren einkloniert, und stehen nach entsprechender Präparation als 
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Menge der DNA, die kloniert werden kann (diese beträgt zwischen 30 kb und 1 Mb), und 
zum anderen in ihrem Wirtsorganismus und können sowohl Cosmide, künstliche Bak-
terienchromosomen oder auch künstliche Hefechromosomen sein (Einzelheiten dazu sind 
unter 2.2.1 beschrieben) (Sambrook et al., 1989; Shizuya et al., 1992; Schlessinger, 
1990).  
 
Painting sowie lokusspezifische Sonden enthalten in unterschiedlichen Anteilen ubiquitär 
vorkommende repetitive Sequenzen, die zu unspezifischen Hybridisierungssignalen füh-
ren können. Durch das Prinzip der CISS-Hybridisierung (Chromosomal in-situ supression) 
(Lichter et al., 1988) werden markierte repetitive Sequenzen durch einen Überschuß an 
unmarkierter repetitiver DNA vor und während der Hybridisierung abgeblockt.  
 
? repetitive DNA-Sonden 
Diese Sonden hybridisieren auf DNA-Abschnitten, die in vielfachen Wiederholungen im 
Genom vorliegen und in der Zentromer-Region oder den Telomeren anzutreffen sind. Die 
Zentromer-Bereiche aller menschlichen Chromosomen besitzen unter anderem individu-
elle α-Satelliten-Sequenzen mit Ausnahme der Chromosomen 1/5/19 sowie 13/21. Diese 
Satelliten-DNA besteht aus 2 - 35 Monomeren von ca. 171 Basenpaaren, die tandemför-
mig angeordnet sind (Wu und Manuelidis, 1980). In den kurzen Armen der akrozentri-
schen Chromosomen kann man weiterhin β-Satelliten-DNA nachweisen (Lee et al., 1997), 
Satellit-III-DNA hingegen wurde in der Bande Yq12, den kurzen Armen aller akrozentri-
schen Chromosomen und in der Heterochromatinregion der Chromosomen 1, 9 und 16 
beschrieben (Moyzis et al., 1987). Telomerspezifische Sonden hybridisieren an allen En-
den (Telomeren) der Vertebraten-Chromosomen gleichermaßen. Zielsequenz ist hier das 
Hexanukleotid-repeat 5‘-TTAGGG-3‘ (Blackburn und Greider, 1995).  
 
1.1.3.3 Von der Ein- zur Vielfarben-FISH 
Die ersten in-situ-Hybridisierungen wurden 1969 in radioaktiver Form entwickelt (Gall und 
Pardue, 1969; Buongiorno-Nardelli und Amaldi, 1969; John et al., 1969). 1981 wurden die 
ersten nichtradioaktiven Hybridisierungen beschrieben (Langer et al., 1981). Die erfolg-
reiche Anwendung dieser Technik an menschlichen Chromosomen hingegen erfolgte 
1986 (Pinkel et al., 1986) und leitete eine Vielzahl weiterer Entwicklungen und Anwen-
dungsmöglichkeiten ein. So wurden noch im gleichen Jahr die ersten Zwei-Farb-FISH-
Experimente beschrieben (Hopman et al., 1986). Dadurch ist es erstmals gelungen, 
Translokations-Bruchpunkte in-situ darzustellen (z. B. Arnoldus et al., 1990). Mittels FISH-
Verfahren war es weiterhin möglich, physikalische Karten von Chromosomen zu erstellen 
(z. B. Liehr und Rautenstrauß, 1995) – auch an DNA-Fäden (= Fiber-FISH) (Heng et al., 
1992). Mikrodeletionen oder Mikroduplikationen konnten beschrieben werden (z. B. 
Larson und Butler, 1995; Kuwano et al., 1991; Malcolm, 1996). In der GTG-Analyse be-
schriebene derivative Chromosomen konnten charakterisiert werden (z. B. Liehr et al., 
1992), und Drei-Farb-FISH-Experimente (basierend auf der Anwendung von zwei Farb-
stoffen) wurden zur Analyse durch Bestrahlung induzierter Derivativchromosomen einge-
setzt (z. B. Gebhart et al., 1996).  
Durch die Anwendung von zwei Fluorochromen können drei Zielsequenzen in nur einer 
Hybridisierung dargestellt werden. Das Prinzip beruht dabei auf einer kombinatorischen 
Markierungstechnik (Nederlof et al., 1989, 1990). Das Ratio-labelling bietet eine erweiterte 
Möglichkeit, mehrere Zielsequenzen mit einer begrenzten Anzahl von Fluorochromen 
sichtbar zu machen (Nederlof et al., 1992, Dauwerse et al., 1992), erfordert aber ein ex-
aktes Mischungsverhältnis der Fluorochrome und eine hohe Stabilität derselben. Diese 
Art der Markierung wird in der sogenannten COBRA-FISH-Technik (Combined binary ratio 
labelling) angewandt (Tanke et al., 1999).  
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Für die kombinatorische Markierung gilt folgende Formel zur Berechnung möglicher Farb-
kombinationen:  
 
2 n – 1 = Anzahl der möglichen Farbkombinationen 
(n = Zahl der einsetzbaren Fluorochrome). 
 
1996 gelang es erstmals, alle humanen Chromosomen gleichzeitig in 24 verschiedenen 
Farben darzustellen (Schröck et al., 1996; Speicher et al., 1996). Die Arbeitsgruppe um 
Schröck verwendete zur Aufnahme der unterschiedlichen Fluorochrome ein Interfero-
meter, das die Messung des gesamten emittierten Lichtspektrums von jedem Punkt in-
nerhalb eines Bildes ermöglicht. Vielfarben-FISH-Techniken, die diesen Aufnahmemodus 
verwenden, werden als SKY-Analysen (Spectral karyotyping) bezeichnet (Schröck et al., 
1996). Die Vorgehensweise bei M-FISH (Multiplex-FISH) (Speicher et al., 1996) beruht 
auf der Anwendung geeigneter Filter, mit denen für alle verwendeten Fluorochrome sepa-
rate Bilder aufgenommen werden können. Zur Bildaufnahme ist eine CCD-(Charge-cou-
pled device)-Kamera notwendig, die auch die Darstellung von Fluorochromen, die für das 
menschliche Auge nicht sichtbar sind (Infrarotfarbstoffe, z. B. Cy5), ermöglicht. Beide 
Aufnahmemodi erfordern weiterhin eine spezielle nachgeschaltete Software, die eine 
Auswertung der Signale erlaubt.  
Sowohl die M-FISH- als auch SKY-Technik wurden bisher in einer Vielzahl von Studien 
genutzt, um Aussagen zu chromosomalen Bruchpunkten derivativer Chromosomen in 
prä- und postnatalen Fällen (z. B. Uhrig et al., 1999; Ning et al., 1999; Phelan et al., 1998; 
Peschka et al., 1999) und in der Tumorzytogenetik zu treffen (z. B. Veldman et al., 1997; 
Fleischman et al., 1999; Hilgenfeld et al., 1999; Mohr et al., 2000; Übersicht bei Liehr, 
2003/homepage-edb4).  
Die der M-FISH-Technik zugrundeliegenden Sonden sind wcp-Banken, die durch ihre 
Größe eine Limitation der Auflösung bzw. Detektion chromosomaler Imbalancen bedin-
gen. Die Beschreibung der Bruchpunkte erfolgt durch einen Vergleich der resultierenden 
Farbänderung mit dem invertierten DAPI-Bild, die Auflösung liegt bei ca. 5 Mb. Intrachro-
mosomale Rearrangements, wie Inversionen, Deletionen oder Duplikationen, bleiben 
methodisch bedingt in vielen Fällen unerkannt.  
 
1.1.3.4 FISH-Bänderungs-Methoden 
FISH-Bänderungs-Methoden erlauben eine gleichzeitige Charakterisierung chromosoma-
ler Sub-Banden, die – mit Ausnahme der kurzen Arme der akrozentrischen Chromosomen 
– kleiner als die Chromosomenarme selbst sind (Liehr et al., 2002b).  
In diesem Abschnitt wird die Entwicklung der molekularen Zytogenetik bis zum Stand von 
1999 skizziert, dem Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit.  
Lengauer und Mitarbeiter führten Anfang der 90er Jahre die Technik des Chromosome-
bar-codes ein (Lengauer et al., 1992, 1993; Henegariu et al., 1998). Dabei wurden YAC-
Sonden mit unterschiedlichen Fluorochromen markiert. Die durch YAC-Sonden erreich-
bare Auflösung ergibt sich durch die Größe der eingesetzten Sonden und beträgt zwi-
schen 300 kb und 1 Mb. 
Ein Bandenmuster auf den einzelnen Chromosomen kann auch durch den Einsatz von 
Fragmented-hybrid-probes erzielt werden, welche von somatischen Zellhybriden 
(Mensch/Nagetier) stammen (somatic cell hybrid based chromosome bar code). Je 
nach Zellinie enthalten die Proben 5 – 15 Fragmente in einer Größe von 5 - 50 Mb, die ca. 
300 Regionen des humanen Genoms unterscheidbar darstellen, was einer Bänderung 
von ca. 100 Banden pro haploiden Chromosomensatz entspricht (Müller et al., 1997; 
Wienberg und Stanyon, 1997).  
Beim Cross-species-color-banding – auch Rx-FISH genannt – kommen chromosomen-
spezifische DNA-Sonden von zwei Gibbonspezies nach Flow-sorting zum Einsatz. Gib-
bonchromosomen weisen - im Vergleich zum menschlichen Karyotyp – komplexe Ver-
änderungen auf und eignen sich deshalb als DNA-Sonden, um ein Bandenmuster zu er-
zeugen. Drei DNA-Pools werden mit drei Fluororochromen markiert, simultan hybridisiert 
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und 80 - 90 Banden pro haploiden Karyotyp können dargestellt werden (Müller et al., 
1998).  
Im Jahr 1998 wurde von Chudoba und Senger am Institut für Humangenetik und Anthro-
pologie, Jena, ein Bänderungsverfahren (multicolor banding = MCB) am Beispiel des 
menschlichen Chromosoms 5 entwickelt, das auf dem Einsatz regionspezifischer Mikro-
sezierungsbanken beruhte (Chudoba et al., 1998). Es konnte am Beispiel von Chromo-
som 5 gezeigt werden, daß durch diesen methodischen Ansatz eine Charakterisierung 
chromosomaler Bruchregionen auf einem Sub-Bandenlevel – weitgehend unabhängig 
vom Kondensationsgrad mit einer Auflösung von ca. 550 Banden pro haploiden Karyotyp 
– möglich ist (Chudoba et al., 1999). 
 
1.1.3.5 Weitere Methoden der molekularen Zytogenetik 
? Mikrosezierung 
Eine weitere Möglichkeit, die Zusammensetzung von Derivativ-Chromosomen abzuklären 
und deren Bruchpunkte zu bestimmen, ist die Mikrosezierung des entsprechenden Chro-
mosoms oder Chromosomenfragments mit anschließendem Reverse-painting (z. B. 
Rubtsov et al., 1996; Senger et al., 1997). Das fragliche Chromosom oder die fragliche 
chromosomale Region wird dabei mittels einer Glasnadel von einem Chromosomenpräpa-
rat „herausgeschnitten“, und eine Vervielfältigung der in diesem Fragment enthaltenen 
DNA-Sequenzen durch eine Polymerasekettenreaktion (PCR) schließt sich an. Die so 
erhaltene DNA-Bank wird über eine zweite PCR markiert und in einem FISH-Experiment 
auf normale Metaphaseplatten hybridisiert. Die Mikrosezierung ist allerdings sowohl tech-
nisch schwierig als auch zeitaufwendig und wird nach wie vor nur in einigen wenigen La-
boren mit Erfolg durchgeführt. Es ist durch Mikrosezierung nicht möglich, intrachromoso-
male Rearrangements (z. B. Inversionen, Insertionen oder Duplikationen) nachzuweisen 
und die Auflösung bezüglich Aussagen zu den Bruchpunkten beträgt – ähnlich der kon-
ventionellen Chromosomenbänderung – ca. 5 Mb. 
 
? vergleichende Genomhybridisierung 
Die Comparative-genomic-hybridization (CGH) ist ein molekularzytogenetisches Verfah-
ren, das eine umfassende Analyse von unbalanciertem chromosomalem Material des 
gesamten Genoms ermöglicht. Sie wurde im Jahr 1992 erstmals von Kallioniemi und Mit-
arbeitern beschrieben.  
Bei der CGH wird genomische DNA eines Gewebes (Tumor), die spezifisch markiert ist, 
gemeinsam mit davon unterschiedlich markierter normaler DNA auf Metaphasechromo-
somen mit normalem menschlichen Karyotyp hybridisiert. Beide DNA-Sonden konkurrie-
ren um die homologen Bindungsstellen auf den Chromosomen. Liegen im Tumormaterial 
Chromosomen- oder Chromosomenstückverluste vor (Unter-repräsentation) oder sind 
Zugewinne chromosomalen Materials zu verzeichnen (Überrepräsentation), dann finden 
sich entweder schwächere oder stärkere FISH-Signale der Tumor-DNA auf den entspre-
chenden Regionen der Metaphasechromosomen (Kallioniemi et al., 1992; du Manoir et 
al., 1993). Durch eine geeignete Software ist es wiederum möglich, die Intensitätsprofile 
beider Fluorochrome entlang der Chromosomen zu berechnen und miteinander zu ver-
gleichen.  
Balancierte Rearrangements, bei denen kein Verlust oder Zugewinn chromosomalen 
Materials vorliegt, können mittels CGH nicht detektiert werden. Das gilt für balancierte 
Translokationen, Inversionen und Insertionen. Ebenso sind Punktmutationen und kleine 
intragenetische Rearragements nicht sichtbar (Kallioniemi et al., 1994; Lichter et al., 
1995). In Abhängigkeit vom Kondensationsgrad der auszuwertenden Metaphasechromo-
somen und dem Anteil der aberranten Zellen liegen die Grenzen der Erfassung chromo-
somaler Imbalancen bei ca. 10 Mb (Kallioniemi et al., 1992; Tönnies et al., 2001). Aussa-
gen zur Bruchregion kann die CGH mit einer den Painting-Sonden vergleichbaren Auflö-
sung (≥ 5 Mb) darzustellen. Triploide oder tetraploide Zellinien können nicht von einer 
normalen diploiden Zellinie unterschieden werden.  
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Es ist also festzuhalten, daß die bis zu Beginn dieser Arbeit zur Verfügung stehenden 
molekularzytogenetischen Techniken zur Charakterisierung von Bruchpunkten eine Reihe 
von Limitationen aufwiesen: 
? Aussagen zu intrachromosomalen Rearrangements konnten in vielen Fällen nicht ge-
troffen werden,  
? komplex rearrangierte Karyotypen waren meist nicht auf Sub-Banden-Ebene zu cha-
rakterisieren, 
? die Auflösung der zur Verfügung stehenden Techniken lag meist nicht über der, die 




Brüche in der DNA können sowohl spontan bei der DNA-Replikation auftreten als auch 
durch ionisierende Strahlen oder andere Mutagene hervorgerufen werden. Durch effizi-
ente Reparatursysteme der Zellen, wie Basen-Excisions-Reparatur, Nukleotid-Excisions-
Reparatur, Mismatch-Reparatur, werden Mutationen in DNA-Einzel- oder Doppelsträngen 
größtenteils behoben, und die genomische Stabilität kann erhalten werden (Herrmann und 
Baumann, 1997). Bestimmten genetisch bedingten Erkrankungen liegen Defekte im DNA-
Reparatur-Mechanismus zugrunde, die mit einer höheren Chromosomeninstabilität ver-
bunden sind (Buselmaier und Tariverdian, 1999).  
Nicht durch die Reparaturgene korrigierte Mutationen sowie fehlerhaft reparierte Strang-
brüche können in seltenen Fällen für die einzelne Zelle einen Proliferationsvorteil bedeu-
ten und ein malignes Zellwachstum induzieren.  
Der Begriff „Bruchpunkt“ ist scheinbar klar definiert durch einen Bruch und eine Fusion in 
der DNA. Die bestehenden Unterschiede zwischen zytogenetischer (chromosomale 
Bruchpunkte) (1.2.1) und molekulargenetischer Betrachtungsweise (1.2.2) sollen im fol-
genden dargestellt werden. 
 
1.2.1 Chromosomale Bruchpunkte 
Nomenklatorisch wird ein chromosomaler Bruchpunkt in dieser Weise angegeben (ISCN, 
1995): 
„The location of any given break is specified by the band in which that break has occur-
red.“ 
 
Chromosomale Bruchpunkte können dann beschrieben werden, wenn ein zytogenetisch 
sichtbares Rearrangement stattgefunden hat, welches mit einer Strukturveränderung des 
entsprechenden Chromosoms einhergeht. Strukturelle Chromosomenaberrationen ent-
stehen durch Umbauten innerhalb eines Chromosoms (intrachromosomal) oder zwischen 
verschiedenen Chromosomen (interchromosomal).  
Folgende Aberrationstypen führen zu strukturellen Veränderungen: Deletionen, Translo-
kationen, Inversionen, Insertionen und Duplikationen und gehen mit einem bis mehreren 
Brüchen im Chromosom einher.  
Nach Karyotypanalyse mittels GTG-Bänderung ist eine Aussage zum vorliegenden Aber-
rationstyp oft nicht möglich. Die Beschreibung der involvierten Bruchpunkte kann nur mit 
einer annähernden Größenangabe von 5 – 10 Mb erfolgen, was einer chromosomalen 
Bande (bei einem Bandenniveau von 300 - 500 Banden pro haploiden Karyotyp) ent-
spricht.  
Die molekularzytogenetische Untersuchung (eine DNA-spezifische Fluoreszenz-Färbung) 
erlaubt – je nach Art der eingesetzten Sonden – eine Eingrenzung der „Bruchstelle“ auf 
dem Chromosom in einem Bereich von mehreren Megabasenpaaren (Mbs) bis zu ca. 30 
kb (van den Berg et al., 1995).  
Es muß betont werden, daß sich die zur Verfügung stehenden Sonden und Techniken 
nicht nur in ihrer Auflösung, sondern auch in ihrer Aussagefähigkeit bezüglich der Detek-
tion chromosomaler Imbalancen unterscheiden. So sind durch M-FISH-Analysen, dem 
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Somatic-cell-hybrid-based-chromosome-bar-code und den Rx-FISH-Sonden mit einer 
Hybridisierung genom-umfassende Aussagen möglich, die Auflösung liegt jedoch nicht 
höher als mit Routine-Bänderungstechniken. Der Einsatz lokusspezifischer Sonden – 
diese erlauben eine Annäherung an die Bruchstelle in einer Größenordnung von ≥ 30 kb – 
wird jedoch erst dann möglich, wenn sowohl bereits Kenntnisse über die Art der Aberra-
tion und die darin involvierten Chromosomen bzw. chromosomalen Regionen vorliegen.  
Mikrodeletionen und Mikroduplikationen, die sich in konstitutionellen Aberrationen in aller 
Regel durch charakteristische Phänotypen darstellen, können entweder auf mikroskopi-
scher Ebene durch FISH mit lokusspezifischen Sonden oder mittels molekulargenetischer 
Methoden nachgewiesen werden (z. B. Schwartz und Graf 2002; Riva et al., 2000; Chung 
et al., 2001; Latour et al., 2001).  
 
1.2.2 Molekulargenetische Bruchpunkte 
Eine Bruchpunktbestimmung auf molekulargenetischer Ebene ermöglicht Aussagen zur 
Basensequenz. 
Bruchereignisse in der DNA können (a) zu zytogenetisch sichtbaren Veränderungen füh-
ren, (b) molekularzytogenetisch dargestellt werden oder sind (c) nicht auf chromosomaler 
Ebene nachweisbar, aber durch klinische Auffälligkeiten charakterisiert, die auf Mutations- 
bzw. Bruchereignisse in einem Gen schließen lassen. Diese Einteilung besitzt allerdings 
fließende Übergänge und natürlich können auch zytogenetisch oder molekularzytogene-
tisch aberrante Karyotypen mit charakteristischen Phänotypen einhergehen.  
Um auf molekulargenetischer Ebene eine Charakterisierung der Bruchpunkte bzw. eine 
Identifizierung betroffener Gene vorzunehmen, muß in einem ersten Schritt die zytogene-
tisch als aberrant identifizierte Region weiter eingegrenzt werden. Diese Vorgehensweise 
wird als positionelle Klonierung bezeichnet (Strachan und Read, 1996). Physikalische und 
genetische Karten des entsprechenden DNA-Abschnittes können mittels DNA-Klone und 
Markern erstellt werden. Dadurch wird die Position des Lokus genauer bestimmt, und 
Kandidatengene können identifiziert werden. Als noch keine lokusspezifischen Sonden 
verfügbar waren, wandte man die Technik der Mikrodissektionsklonierung an (Scalenghe 
et al., 1981), und auf diese Weise wurde 1989 das Gen für die zystische Fibrose identifi-
ziert (Riordan et al., 1989).  
Läßt eine strukturelle Aberration der Chromosomen (z. B. bei hämatologischen Erkran-
kungen) eine Genfusion vermuten und wurde ein an der wahrscheinlich vorliegenden Ab-
erration beteiligtes Gen bereits identifiziert und beschrieben, dann kann das Fusionsgen 
durch eine Sequenzierung nachgewiesen werden. Sequenzanalysen mit Datenbanken 
erlauben anschließend eine Beschreibung der an der Fusion beteiligten Gensequenzen. 
Sind bei charakteristischen Phänotypen keine chromosomalen Bruchpunkte zuzuordnen 
und liegen nur Kenntnisse über das Genprodukt vor, dann kann das zugrundeliegende 
Gen über genspezifische Oligonukleotide oder mittels spezifischer Antikörper identifiziert 
werden. Auf diese Weise konnte beispielsweise das verantwortliche Gen für die Hämophi-
lie A beschrieben werden (Gitschier et al., 1984). Diese Vorgehensweise wird auch als 
funktionelle Klonierung bezeichnet.  
 
Die durch molekulargenetische Untersuchungen erhaltenen Informationen können umge-






1.2.3 Mögliche Auswirkungen von Brüchen auf Proteinebene 
Anscheinend balanciert vorliegende Translokationen oder Inversionen können durch ver-
schiedene Mechanismen auf molekularer Ebene zu Veränderungen der Funktion von Ge-
nen führen. Wird durch einen Chromosomenbruch die codierende Sequenz oder eine 
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nahegelegene regulatorische Sequenz eines Gens zerstört, so kann ein Funktionsverlust-
Phänotyp auftreten (Strachan und Read, 1996). Bei der Tumorgenese sind viele Beispiele 
beschrieben worden, wo – z. B. durch eine Translokation bedingt - der Bruch im Chromo-
som zu einer unangemessenen Expression eines Gens führt. Ein Beispiel ist die Burkitt-
Lymphom spezifische Translokation t(8;14)(q24;q32), die durch die Verlagerung der re-
gulatorischen Sequenz des IGH-Gens an die distalen codierenden Sequenzen von c-MYC 
zu einer Genaktivierung und Überexpression von c-MYC führt (Battey et al., 1983). Diese 
c-MYC-Expression wiederum bedingt die Proliferation der Zellen auch in Abwesenheit von 
Wachstumsfaktoren.  
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1.3 Fragestellung 
Bruchpunkte sind – wie unter 1.2 dargelegt – uneinheitlich charakterisiert. 
In der vorliegenden Arbeit wird der Begriff „Bruchpunkt“ wie folgt verwendet:  
⇒ Das initiale Ereignis, daß zu Brüchen auf den Chromosomen führt, ist eine sichtbare 
Chromosomenmutation.  
⇒ Verschiedene Aberrationstypen, wie Translokationen, Inversionen, Insertionen, Dele-
tionen oder Duplikationen, können nach Bruchereignissen in den Chromosomen re-
sultieren. 
⇒ Eine Charakterisierung von Bruchpunkten beinhaltet die Beschreibung der Bruchstelle 
auf chromosomalem Bandenniveau laut ISCN-Nomenklatur von ≥ 550 Banden pro 




Ziel dieser Arbeit war es, die Lage der Bruchpunkte bei chromosomalen Aberrationen auf 
einem Bandenniveau ≥ 550 Banden exakt zu beschreiben und somit eine höhere Genau-
igkeit als mit den bisher zur Verfügung stehenden Methoden der Routine-Bänderung der 
Chromosomen zu erzielen.  
Um eine exaktere Beschreibung der Aberrationen und der darin involvierten Bruchpunkte 
zu ermöglichen, mußte ein geeignetes DNA-basierendes Bänderungsverfahren aller 
menschlichen Chromosomen etabliert werden, das eine Unterscheidung chromosomaler 
Sub-Banden erlaubt. Es war bekannt, das die Methode der Multicolor-Bänderung (MCB) 
prinzipiell geeignet ist, eine Differenzierung von chromosomalen Sub-Banden vorzuneh-
men und damit eine differenziertere Beschreibung von Bruchpunkten ermöglicht. Nach 
Evaluierung der MCB-Methode wurden Untersuchungen an Fällen mit konstitutionellen 
und tumorspezifischen Aberrationen vorgenommen. 
 
Es ergaben sich folgende weiterführende Fragestellungen: 
 
 
1. Inwiefern können durch eine exaktere Bruchpunktbestimmung neue, bisher nicht be-
schriebene Loci identifiziert werden, die gegebenenfalls eine Rolle bei einer Erkran-
kung spielen?  
Ermöglicht eine exaktere Charakterisierung der Bruchpunkte eine bessere klinische 
Korrelation? 
 
2. Sind durch DNA-basierende Bänderungsmethoden der Chromosomen und die da-
durch erzielbaren Auflösungen die Voraussetzungen geschaffen, kryptische Aberra-
tionen nachzuweisen? 
 
3. Kann eine exaktere chromosomale Bruchpunktcharakterisierung mit Beschreibung der 
Sub-Banden eine gezielte weiterführende Analyse auf molekularer Ebene und somit 
Aussagen zu - in die Aberration involvierten - Genen ermöglichen? 
 
4. Erlaubt die MCB-Methode eine umfassende Beurteilung der Bruchpunktverteilung im 
Genom nahe verwandter Spezies, und sind dadurch Aussagen im Hinblick auf evolu-
tive Prozesse realisierbar? 
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2 Material und Methoden 
2.1 Untersuchungsmaterial 
In dieser Arbeit wurden fixierte Blutzell-, Amnionzell- sowie Knochenmarksuspensionen untersucht, 
die zum größten Teil in der zytogenetischen Abteilung des Institutes für Humangenetik, Jena, nach 
Standardprotokoll präpariert wurden (Verma und Babu, 1994) und bei -20 °C lagern. In einigen 
Fällen lagen Zellsuspensionen vor, die von externen Laboratorien nach Standardprotokoll aufgear-
beitet und für diese Arbeit zur Verfügung gestellt wurden.  
Die ZOO-FISH-Studien erfolgten an weiblichen GGO- (Arachidiacono et al., 1995) und männlichen 
HLA-Lymphoblastoidzellkulturen, die durch Transformation mit Epstein-Barr-Virus (EBV) – einem 
humanpathogenen Virus mit doppelsträngiger DNA – und anschließender Cyclosporin-A-Behand-
lung immortalisiert wurden (Neizel 1986). Die GGO- und HLA-Zellkulturen wurden freundlicher-
weise von M. Rocchi aus Bari, Italien, zur Verfügung gestellt.  
 
2.1.1 Chromosomenpräparation 
Chromosomen können nur aus lebenden Zellen präpariert werden. Deshalb ist es notwendig, die 





 mit Seralpur DELTA (Seral) gewonnenes Reinstwasser (entionisiert, organisch  
 rein, partikelfrei), das zusätzlich autoklaviert wird 
 
Aqua ad iniectabilia (Braun) 
 
RPMI-1640    (Wachstumsmedium) 
RPMI-1640 mit Glutamax-Zusatz: L-Alanin und L-Glutamin (Gibco) 500 ml 
 fetales Kälberserum (FKS) (Biochrom AG)    60 ml 
 Penicillin (10000 U) / Streptomycin (10000 µg/ml) (Biochrom AG)     5 ml 
 
Phytohämagglutinin (PHA) 
 lyophilisiertes PHA (Biochrom AG) in 5 ml Aqua ad iniectabilia lösen,  
 aliquotieren und bei -20 °C lagern 
 
Kaliumchlorid-Lösung (hypoton) 
Kaliumchlorid (KCl) (Merck) 0,56 % 
 in Aqua dest. 
 
Fixativ 
 Methanol (Merck) + Eisessig (CH3COOH) (Merck) = 3 + 1 
 
2.1.1.1 Chromosomenpräparation aus Blut  
In eine sterile Kulturflasche (cellstar, Greiner) wurden 10 ml des Mediums RPMI-1640 und 100 µl 
PHA gegeben. Das Mitogen PHA, das aus Phaseolus vulgaris extrahiert wird, stimuliert spezifisch 
die T-Zellfraktion der Lymphozyten und hat keine entsprechende Wirkung auf B-Zellen und andere 
Zellen der Leukopoese. Pro Ansatz wurden 1 ml heparinisiertes Vollblut zugegeben. Eine Inkuba-
tion der Lymphozytenkultur erfolgte für 72 h bei 37 °C im geschlossenen System. 1 h 30 min vor 
Abbruch der Kultur wurden in jeden Ansatz 100 µl Colcemid (Demecholcine, Biochrom AG) pipet-
tiert. Dieses wird aus Colchicum autumnale gewonnen und ist ein Derivat des Alkaloids Colchicin. 
Es verhindert als Mitosegift den Aufbau des Spindelapparates. Die Zellen, die nach Zugabe von 
Colcemid in Mitose gehen, werden im Metaphasestadium arretiert. Zur Aufarbeitung wurden die 
Zellkulturen in den Flaschen vorsichtig aufgeschüttelt, in 15-ml-Falcon-Röhrchen (Greiner) über-
führt und anschließend 10 min bei 1500 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt, 10 
ml der hypotonen Kaliumchlorid-Lösung (die vorher auf 37 °C erwärmt wurde) zugegeben, und 
eine Inkubation bei 37 °C für 18 min erfolgte. Zur Präfixierung wurde 1 ml gekühltes Fixativ zuge-
setzt, danach resuspendiert und anschließend 5 min bei 1200 U/min zentrifugiert. Nun wurde der 
Überstand abgenommen, das Sediment in 10 ml Fixativ (4 °C) aufgenommen, gemischt und 5 min 
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bei 1200 U/min zentrifugiert. Die Waschvorgänge wurden 2x wiederholt. Nach dem letzten Wasch-
schritt erfolgte eine Lagerung der Zellsuspension im Fixativ für 45 min bei -20 °C. Nach Zentrifuga-
tion und Entfernen des Überstandes wurde das Sediment in ca. 2 ml Fixativ aufgenommen. 
Eine Aufbewahrung der Lymphozytensuspensionen erfolgte in 1,5-ml-Eppendorf-Gefäßen bei -20 
°C. Diese Lagerung bewirkt, daß die DNA-schädigende Wirkung des Fixativs (durch die Essigsäure 
bedingt, die eine Depurinierung der DNA hervorruft und so zu Doppelstrangbrüchen führen kann) 
möglichst geringgehalten wird. 
 
2.1.1.2 Chromosomenpräparation aus Knochenmark 
Bei der Aufarbeitung des Knochenmarks wurden die unter 2.1.1 beschriebenen Lösungen verwen-
det. 
Die Kultivierungsdauer des Ansatzes ist unterschiedlich (Direktpräparation, 24 h, 48 h, 72 h) und 
abhängig von der Diagnose bzw. der Verdachtsdiagnose. 
In der Knochenmarkprobe erfolgte die Bestimmung der Zellzahl. Es wurden in der Kulturflasche 
1x106 Zellen pro ml mit dem Wachstumsmedium RPMI-1640 auf 10 ml Endvolumen eingestellt. 15 
min vor Abbruch der Kultur erfolgte die Zugabe von 100 µl Colcemid (Demecolcine, Biochrom AG). 
Nach Resuspension der Zellen wurde die Kultur in ein 15-ml-Röhrchen überführt. Es erfolgte eine 
Zentrifugation 10 min bei 1500 U/min, der Überstand wurde abgesaugt. Eine hypotone Behandlung 
mit Kaliumchloridlösung schloß sich an (30 min bei 37 °C). 
Die Präfixierung, anschließende Waschschritte und Aufbewahrung der Suspensionen erfolgten 
analog den Beschreibungen unter 2.1.1.1. 
 
2.1.1.3 Chromosomenpräparation aus Amnionzellen 
Verwendete Reagenzien: 
AmnioMax-C100 Medium 
 AmnioMax-C100 Basal-Medium (Gibco)       90 ml 
 AmnioMax-C100 Supplement (Gibco)        15 ml 
 
Chang-Medium (Irvine Scientific) 
 Basalmedium-B           90 ml 
 Chang-Medium-C (lypophilisiertes Supplement)       10 ml 
 L-Glutamin (Biochrom AG)           1 ml
 Penicillin (10000 U) / Streptomycin (10000 µg/ml) (Biochrom AG)      1 ml 
 
Hypotone Lösung 
 0,33 % Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl2 x 6H2O) (MERCK)    15 ml 
 1 % tri-Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2H2O) (MERCK)    10 ml 
 Hyaluronidase (Sigma) (50 mg in 100 ml Aqua ad iniectabilia lösen ≅ 150 U/ml)     1 ml 
→ Lösung immer frisch ansetzen 
→ Hyaluronidase erst unmittelbar vor Gebrauch zugeben 
 
Colcemid (Demecolcine, Biochrom AG) 
 Lösung (10 µg/ml) 1 : 1 mit Aqua ad iniectabilia verdünnen 
 
Trypsin/EDTA-Lösung (Biochrom AG) 
Trypsin (0,05 %) und EDTA (0,02 %) in PBS 
 
In-situ-Technik 
Die Kultivierung der Amnionzellen erfolgte unter sterilen Bedingungen, dabei wurde an einer Werk-
bank gearbeitet. 
Zur routinemäßigen Aufarbeitung wurden die Amnionzellen in einer quadriPERM-plus-Kulturschale 
(Heraeus) in 2 Kammern mit Chang- und in 2 weiteren Kammern mit AmnioMax-C100-Medium 
kultiviert. 
Dazu erfolgte eine Resuspendierung des Fruchtwassers in der Spritze, ein Umfüllen in 2 sterile 
Zentrifugenröhrchen und eine Zentrifugation bei 900 U/min für 7 min. Anschließend wurde der 
Überstand abgenommen und das Sediment resuspendiert. In die quadriPERM-Schale wurden mit 
Seidenpapier geputzte und sterilisierte Objektträger (OTs) (Superfrost, Menzel) mit ausgeglühter 
Pipette eingelegt. Mittels steriler Glaspipette wurden die Kammern am oberen Rand luftblasenfrei 
mit den entsprechenden Medien (4 - 5 ml) gefüllt. Die Fruchtwasserzellsuspension wurde nun ein-
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gesät (2 - 3 Tropfen pro Kammer). Eine Inkubation bei 37 °C unter 5 % Kohlendioxid- und 5 % 
Sauerstoff-Begasung erfolgte.  
Ein kleiner Teil des Sedimentes wurde in Kulturflaschen angezüchtet – siehe nächster Abschnitt.  
Nach einer mikroskopischen Beurteilung (inverses Miroskop, IDO3, Zeiss) des Zellwachstums 
(Wachstumsansätze, Klonbildung) fand nach frühestens 4 Tagen ein erster Mediumwechsel statt. 
Dazu wurde die Kulturschale leicht angekippt, das Medium mit einer Glaspipette abgezogen und 
frisches Medium in gleichmäßigem Strahl entlang der Kammerwände zugegeben. Der weitere Me-
diumwechsel fand dann in gleicher Weise jeweils im Abstand von zwei Tagen statt.  
Eine Beurteilung der OTs erfolgte durch mikroskopische Kontrolle, wobei sich für die weitere Auf-
arbeitung geeignete OTs durch mindestens zwei lockere Zellklone und einzeln vorhandene 
Klonansätze auszeichnen sollten. Ein geeigneter OT wurde steril entnommen und in eine (unste-
rile) QuadriPERM-Schale gelegt. Bei den restlichen Kulturen erfolgte ein steriler Mediumwechsel 
und eine Inkubation unter den oben genannten Bedingungen. Zur weiteren Präparation wurde vor-
sichtig AmnioMax-C100 einpipettiert und je Kammer ein Tropfen (ca. 50 µl) Colcemid (Endkonzen-
tration ca. 0,05 µl/ml) zupipettiert. Nach 1 h 45 min wurden die OTs mikroskopiert und die Mitose-
rate beurteilt, waren ausreichend Mitosen sichtbar, dann wurde mit der Präparation begonnen. 
Dazu wurde die Schale etwas angekippt und das Medium abgezogen. Es erfolgte die Zugabe von 
ca. 3 ml hypotoner Lösung mit Hyaluronidase, indem die Pipette langsam am Kammerrand ent-
langgeführt wurde und dabei die Lösung kontinuierlich auslief. Eine erschütterungsfreie Lagerung 
der Platten für 9 - 10 min bei Raumtemperatur schloß sich an. Nach der Hypotonieeinwirkung er-
folgte die Vorfixierung. Dazu wurde im Kühlschrank gelagertes Fixativ (ca. 3 ml) zugegeben und für 
weitere 10 min inkubiert. Aus der leicht angekippten Platte erfolgte das Absaugen des Hypoto-
nie/Fixativ Gemisches, die Zugabe von ca. 5 ml gekühltem Fixativ schloß sich an. Nach einer Inku-
bation für 5 min wurde das Fixativ erneut gewechselt und weitere 10 min inkubiert. Mittels einer 
Pinzette wurde der OT aus der Schale entnommen, das Fixativ abgespült und luftgetrocknet.  
 
Ist es mit der in-situ-Technik nicht gelungen, die für die Routine-Diagnostik erforderliche Anzahl 
von 10 Klonen zu erhalten bzw. war eine größere Anzahl an Amnionzellen für weitere Untersu-
chungen notwendig, wurde nach ca. 9 Tagen die Präparation der Kulturflaschen vorgenommen.  
 
Ansatz in Kulturflaschen 
In eine sterile Gewebekulturflasche (Greiner) wurde 3 ml Chang-Medium gegeben. Nach Zentrifu-
gation und Resuspension des Sedimentes wurden die Fruchtwasserzellen (ca. 2 Tropfen) in die 
Kulturflasche eingesät und für mindestens 4 Tage bei 37 °C unter 5 % CO2-Begasung erschütte-
rungsfrei stehengelassen. Ein Mediumwechsel erfolgte nach einer Woche, indem das alte Medium 
vorsichtig mit einer Glaspipette abgenommen und neues Medium zugegeben wurde. Ein Tag vor 
der Aufarbeitung wurde nochmals das Medium gewechselt. Am Tag der Aufarbeitung wurden die 
Zellklone gezählt (dabei sollten mindestens 15 Klone vorhanden sein) und das Medium entfernt 
und ca. 1 ml einer auf 37 °C vorgewärmten Trypsin/EDTA-Lösung auf die Kultur gegeben. Die 
Kultur sollte ca. 5 min bei 37 °C inkubieren, dabei wurde mikroskopisch das Ablösen der Zellen 
beurteilt. In eine sterile quadriPERM-Kulturschale wurde ein steriler OT gelegt und ~ 5 ml Amnio-
Max-C100-Medium eingefüllt. Hatten sich die Zellen vom Flaschenboden gelöst, wurde die Zell-
suspension in eine sterile Pipette aufgenommen und ca. 5 Tropfen pro OT aufgebracht. Nach ca. 2 
Tagen erfolgte die Aufarbeitung wie unter dem Abschnitt in-situ-Technik beschrieben.  
Die Kulturflasche, die noch Restzellen enthielt, wurde mit 5 ml Chang-Medium aufgefüllt und wei-
terkultiviert, bis die erforderliche Anzahl an Zellen erhalten wurde.  
 
Einfrieren von Amnionzellen 
Da bei der Präparation der Amnionzellen die Kultivierung direkt auf OTs stattfand und somit keine 
Zellsuspensionen für weitere oder spätere Untersuchungen verfügbar waren, wurden Zellen von 
pathologischen oder außergewöhnlichen Fruchtwasserfällen eingefroren. Damit stehen die Zellen 
jederzeit für eine erneute Kultivierung zur Verfügung. 
 
Lagen in einer Kulturflasche ausreichend viele und vitale Zellen vor, dann wurden die Zellen mit 
Trypsin/EDTA-Lösung abgelöst und in ein steriles Zentrifugenröhrchen gegeben. Es schloß sich 
unmittelbar eine Zentrifugation für 8 min bei 900 U/min an, und die Entfernung des Trypsinüber-
standes erfolgte. Das Pellet wurde mit 1 ml Medium (AmnioMax-C100 oder Chang) und 0,1 ml 
HybriMax (Dimethylsulphoxid von Sigma) vorsichtig resuspendiert (Luftblasen dabei vermeiden) 
und in sterile Kryoröhrchen (Nalgene) gefüllt. Ein Vorfrieren für eine Stunde bei -20 °C und die 
endgültige Lagerung bei -70 °C schloß sich an. 
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Wurden diese eingefrorenen Zellen wieder in Kultur genommen, dann war ein schnelles Auftauen 
dieser Zellen erforderlich. Eine Zentrifugation schloß sich an. Das Pellet wurde mit frischem Me-
dium resuspendiert, in eine Kulturflasche eingesät und, wie oben beschrieben, weiterkultiviert. 
 
2.1.1.4 Chromosomenpräparation der GGO- und HLA-Zellinien 
Für die Kultivierung der lymphoblastoiden Zellinien wurden je 10 ml RPMI-1640-Medium in eine 
sterile Kulturflasche überführt und die bereits in Kultur gewachsenen Zellen zugefügt. Optimale 
Wachstumsbedingungen lagen bei 37 °C mit einer 5 % CO2-Begasung und einer Kulturdauer von 
ca. 5 Tagen. 
Die weitere Präparation der Zellen erfolgte wie unter 2.1.1.1 beschrieben.  
 
2.1.2 Herstellung von Objektträger-Präparaten für konventionelle zytogenetische 
Methoden und FISH 
Das Auftropfen der Zellsuspensionen kann sowohl auf mit Seidenpapier gereinigten OTs als auch 
in einem Methanol-Salzsäure-Gemisch gelagerten OTs erfolgen. Beide Möglichkeiten wurden bei 
Suspensionen mit nur wenigen Metaphasen bzw. schlechterer Chromosomenmorphologie, wie sie 
häufiger gerade in Knochenmarkzellen zu finden ist, alternativ angewandt. 
Vor dem Auftropfen wurden die vorbehandelten OTs in Aqua dest. überführt und bei 4 °C gekühlt. 
Eine feuchte Kammer wurde bei ca. 40 °C vorgewärmt, um so ein Mikroklima zu schaffen, in wel-
chem eine erhöhte Luftfeuchtigkeit herrschte (Hliscs et al., 1997b). Die OTs wurden schräg in die 
feuchte Kammer gestellt. Das Auftropfen der Zellsuspension erfolgte, und Fixativ wurde nachge-
tropft, wobei das Methanol-Essigsäuregemisch eine weitere Proteindenaturierung und somit Fixie-
rung der Zellen bewirkte. Nach der Verdunstung des Methanols übte die Essigsäure eine stark 
hygroskopische Wirkung aus, die wiederum durch Aufnahme von Wasser aus der Atmosphäre zu 
einer Quellung und damit Sichtbarmachung der Chromosomen führte (Claussen et al., 2002). Die 
OTs trockneten auf der Heizplatte bei ca. 40 - 50 °C.  
Wurden konventionelle zytogenetische Bänderungsmethoden angewandt, dann wurden die 
OTs über Nacht im Trockenschrank gealtert, alternativ wurde eine Alterung der OTs bei 90 °C für 1 
h gewählt.  
Erfolgte mit den Präparaten eine molekularzytogenetische Analyse, dann schloß sich zuerst 
eine Dehydrierung in einer aufsteigenden Alkoholreihe an. Bei Raumtemperatur (RT) wurden die 
OTs etwa 7 Tage aufbewahrt, bevor sie dann bei -20 °C eingefroren wurden und so über längere 
Zeit lagerten. 
 
2.2 Verwendete DNA-Sonden 
Im folgenden werden nun die in dieser Arbeit für molekularzytogenetische Analysen verwendeten 
DNA-Sonden tabellarisch aufgelistet. Auf die Markierung der einzelnen hier aufgelisteten Sonden 
sowie auf die Zusammenstellung der Sonden zu spezifischen Sondensets wird im Ergebnisteil 
näher eingegangen. 
 
2.2.1 YAC-, BAC-Sonden und Plasmide 
YACs (yeast artificial chromosomes) sind Klonierungsvektoren, mit deren Hilfe lineare, sehr lange 
DNA-Fragmente vermehrt werden können (Burke et al., 1987). Um die Funktion normaler Chromo-
somen und damit die Vermehrung zu gewährleisten, enthalten YACs einen Replikationsursprung 
(origin of replication), Zentromer und Telomere. Zusätzlich benötigen sie eine Klonierungsstelle 
(cloning site) und ein Gen, welches die Selektion nach Transformation in den Wirt ermöglicht. 
DNA-Fragmente von mehreren hundert kb bis über 1 Mb Länge können kloniert werden, wobei die 
YAC-Vektoren selber nur bis ca. 10 kb groß sind (Sambrook et al., 1989).  
 
? Die in dieser Arbeit verwendeten YAC-Sonden lagen jeweils als DNA-Stocklösungen vor.  
 
BACs (bacterial artificial chromosomes) sind Vektoren, die Fragmente bis 300 kb Länge aufneh-
men können. Die zirkuären Moleküle beruhen auf den F-Faktoren (Sex-Faktor-Plasmid) von E. coli 
(Shizuya et al., 1992). 
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Bei Plasmiden handelt es sich um zirkuläre, doppelsträngige DNA-Moleküle, die neben dem bak-
teriellen Genom vorliegen und sich unabhängig davon vermehren können. Die Größe der Plasmid-
vektoren liegt zwischen 2,5–5 kb (Mühlhardt, 2002).  
 
Cosmide sind Plasmide, die zusätzlich eine für λ-Phagen wichtige Eigenschaft, die Cos-site, besit-
zen. Dadurch wird es möglich, 40–50 kb große DNA-Fragmente, die infektiös wie Phagen sind, in 
die DNA von Bakterien einzuschleusen. Kommt es zur Ligation mit der Bakterien-DNA, kommen 
nunmehr die Plasmideigenschaften zum Tragen (Mühlhardt, 2002). 
 
? Die in dieser Arbeit verwendeten BAC-Sonden und Plasmide standen jeweils als Bakteri-
enstocklösungen zur Verfügung, die DNA-Präparation erfolgte mittels eines Miniprep-Kit (Quiagen) 












































YAC 841a05 13q12 
YAC 768a04 13q12 
YAC 943e04 13q12 
YAC 931f04 13q12 
YAC 895f08 13q12-13 
YAC 939b04 13q12-13 
YAC 877d05 13q12-13 
YAC 748e04 13q12.3-13 
YAC 951a03 13q13 
YAC 963h11 13q13 
YAC 818b12 13q13-14.1 
YAC 911f06 13q14 
YAC 984g06 13q14 
YAC 761d09 13q14 
YAC 940g04 13q14 
YAC 933e09 13q14 
YAC 954c12 13q14 
YAC 818f11 13q14 
YAC 843e11 13q14 
YAC 955g07 13q14 
YAC 843e09 13q14.2-14.3 
YAC 923e02 13q14-21 
YAC 784g06 13q14-21 
YAC 693e02 13q14-21 
YAC 937c07 13q14-21 
YAC 745e03 13q14-21 
YAC 935g02 13q14-21 
YAC 418c06 13q14-21 
YAC 806f06 13q14-21 
YAC 936b06 13q14.3-21.1 
YAC 906a04 13q21.1-21.2 
YAC 802g08 13q21.1-21.2 
YAC iB09121 13q21 
YAC iE02154 13q21 
YAC 845c10 13q21 
YAC 876f02 13q21 
YAC 759h05 13q21 
YAC 790d02 13q21.1-21.2 
YAC 801b11 13q21.1-21.2 
YAC 908b01 13q21.2-21.3 
YAC 758b01 13q21.2-21.3 
YAC 945a10 13q21-22 
YAC 744f11 13q21-22 
YAC 854b07 13q21-22 
YAC 940b09 13q21-22 
YAC 930c05 13q22 
YAC-
Sonden 






















YAC 843c03 13q22 
YAC 911g04 13q22 
YAC 835f12 13q22 
YAC 750h05 13q22 
YAC 792a09 13q22 
YAC 852g02 13q22 
YAC 968g12 13q22-31 
YAC 841f03 13q22-31 
YAC 758c09 13q22-31 
YAC 921f02 13q22-31 
YAC 804a04 13q31 
YAC 854b05 13q31 
YAC 961h10 13q31 
YAC 838c01 13q31 
YAC iD01116 13q31 
YAC 871e09 13q31-32 
YAC 811h06 13q31-32 
YAC 847e10 13q31-32 
YAC 909g03 13q32 
YAC 911d04 13q32 
YAC 839b05 13q32 
YAC 737f10 13q32 
YAC 795a03 13q32 
YAC 927c11 13q32 
YAC 761g06 13q32-33 
YAC 947e06 13q32-33 
YAC 935g10 13q32-33 
YAC 943g06 13q33-34 
YAC 842g06 13q33-34 
YAC 775f11 13q33-34 
YAC 846f05 13q33-34 
YAC 857b04 13q33-34 
YAC 743d08 13q33-34 
YAC 950d10 13q33-34 
YAC 794g05 13q33-34 
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Weitere YAC- und BAC-Sonden, die zur Konstruktion eines YAC/BAC-basierenden MCBs für 
Chromosomen 2 und 22 eingesetzt wurden, sind ausführlich in Liehr et al., 2002a beschrieben. 
 
2.2.2 Durch Mikrosezierung hergestellte DNA-Sonden 




Auflistung und Kartierung der in dieser Arbeit verwendeten und durch Mikrosezierung her-
gestellten Sonden 
 









Mikrosezierung von  
G. Senger und  
I. Chudoba (Jena) 









jeweils kurze oder 
lange Chromoso-
menarme 
(ohne p-Arme der 
akrozentrischen 
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Mikrosezierung von  
G. Senger und  















Mikrosezierung von  
U. Claussen, A. Heller 
und H. Starke (Jena) + 
V. Trifonov und  
N. Rubtsov 
(Novosibirsk, Rußland)
Mrasek et al., 2001 
midi 54 alle p-Arme der 
akrozentrischen 
Chromosomen 
Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 
Mrasek et al., 2001 
midi 36 9p12 und 9q13-
21.1 
Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 
midi 23 9p12-9q22.1 Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 
midi 18 9p12-9q11 Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 
Starke et al., 2002 
midi 12 Zentromer-Re-
gionen der Chro-
mosomen 5 und 6 
Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 




midi 58 18pter→18q11.2:: 
18q12.2→18qter 
Mikrosezierung von  
G. Senger (Jena) 











pTRS-47 14p11, 22p11 
pTRS-63 14p11 
pTRI-6 13p11, 21p11 
pU 6.2 enthält 18S 
rRNA (NOR), 
hybridisiert in 
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2.2.3 Zentromerspezifische Sonden 
Es wurden zentromerspezifische Sonden, die am Institut für Humangenetik und Anthropologie, 
Jena, aus Plasmiden gewonnen und markiert wurden (Nietzel et al., 2001), eingesetzt. Diese Son-
den wurden freundlicherweise von M. Rocchi, Bari, Italien, zur Verfügung gestellt. 
 
In einigen Fällen wurden zur weiteren Analyse unklarer Bruchereignisse kommerziell erhältliche 
zentromerspezifische Sonden folgender Firmen eingesetzt: 
- ABBOTT (früher VYSIS) 
- Q-BIOgene (früher Oncor). 
Die Sonden selber sind jeweils im Ergebnisteil beschrieben. 
 
2.2.4 Weitere Lokusspezifische Sonden 
Kommerziell erhältliche lokusspezifische Sonden folgender Firmen wurden auf einige Chromoso-
menpräparationen hybridisiert: 
- ABBOTT (früher VYSIS) 
- Q-BIOgene (früher Oncor). 
Auch hier wird auf die einzelnen Sonden jeweils im Ergebnisteil näher eingegangen. 
 
2.2.5 Verwendete Sondenmixe 
Am Institut für Humangenetik und Anthropologie, Jena, wurden verschiedene Sondenmixe etabliert 
und standen für einzelne Untersuchungen zur Verfügung.  
 
 
Tabelle 2.3  





Bezeichnung der verwendeten Sonden 
. 
 





wcp 1-22, wcp X, wcp Y  
 




wcp 1-22, wcp X, wcp Y + midi 54 
 




cep 1-22, cep X, cep Y, midi 12 
 




cep 1-22, cep X, cep Y, midi 12 + midi 54 
 




cep 13/21, cep 14/22, cep 15, cep 22, Yq12, NOR, midi 54 
 




für Chr. 1-12, 16-20, X: p- und q-Arm-spezifische Sonden + 
cenBAC für p und q + cep-Sonde 
für Chr. 13-15 + 21, 22: q-Arm-Sonde + cen-BAC für q + 
cep + midi 54 
 
Starke et al., -in press 
 
 
2.3 Mikrosezierung von Chromosomen bzw. Kernen (Micro-CGH) 
Während der gesamten Mikrosezierung wurde steril gearbeitet, und bei den vorbereitenden Tätig-
keiten sollten Handschuhe (ungepudert) getragen werden. Die Ansätze der verwendeten Lösungen 
erfolgten weitestgehend unter einer sterilen Werkbank, um Kontaminationen zu vermeiden. 
Die Mikrosezierung sollte möglichst räumlich getrennt, vor allem bei Arbeiten mit DNA, durchge-
führt werden. 
 
2.3.1 Verwendete Lösungen und Materialien  
Trypsin-Lösung: 
Für eine 5 %ige Stammlösung wurde eine Ampulle lyophilisiertes Bacto-Trypsin (DIFCO) in Aqua 
ad iniectabilia gelöst.  
Eine sterile Filtration und Portionierung der Lösung (Lagerung bei -20 °C) erfolgte.  
Die Trypsin-Lösung zur Bänderung wurde aus 100 µl der Stammlösung plus 35 ml Phosphat Puffer 
(pH 6,88) (Merck) in einem sterilen 50-ml-Plastik-Röhrchen (Greiner) hergestellt. 
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Giemsa-Lösung: 
35 ml Phosphat-Puffer-Lösung (pH 6,88) (Merck) wurde in ein steriles 50-ml-Plastik-Röhrchen 




Als Sammellösung diente eine Mischung aus: 
→ 10 mM Tris/HCl (pH 7.5) (Merck) 
 → 10 mM NaCl (Merck) 
 → und Aqua ad iniectabilia. 
Diese Lösung wurde in einem autoklavierten und anschließend UV-bestrahlten Gefäß autoklaviert. 
Danach setzte man 0,1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) (Sigma) dazu, aliquotierte die Lösung und 
bestrahlte sie nochmals mit UV. Die Lagerung erfolgte anschließend bei RT.  
Unmittelbar vor Gebrauch wurden noch  
→ 0,5 mg/ml (Endkonzentration) Proteinase-K (Boehringer)  
→ und 50 µl Glycerol (Merck) zugegeben. 
 
Herstellen der Glasnadeln 
Die Glasnadeln zum Sammeln der Chromosomenfragmente wurden mit einem Pipettenziehgerät 
(Narishige, Modell PB-7) aus 10 cm langen, massiven Duranglasstäben (Schott Rohrglas GmbH) 
mit einem Durchmesser von 2 mm hergestellt. Zuerst wurde der Glasstab in Stufe 1 mit maximaler 
Heizkraft dünn ausgezogen, jedoch noch nicht abgerissen. Erst in Stufe 2 mit geringer Heizkraft 
und einem zusätzlichen Gewicht wurde nun der dünne Teil des Glasstabes abgerissen. Beide 
Hälften konnten nun als Nadeln zum Sammeln verwendet werden.  
Der vordere Teil der Glasnadeln durfte nicht zu lang sein, damit die Nadel nicht zu flexibel waren. 
Vor Gebrauch wurden die Nadeln unter UV-Licht ca. 2 h sterilisiert.  
 
Herstellen der Sammelpipetten 
Zum Sammeln der geschnittenen Fragmente wurden Pasteurpipetten aus Glas (225 mm, Brand) 
verwendet. Das Ausziehen der Pipettenspitze erfolgte am gleichen Pipettenziehgerät wie die Her-
stellung der Glasnadeln. In Stufe 1 bei 80 %iger Heizkraft erfolgte schon ein Ausziehen der Pipet-
tenspitze, das endgültige Abreißen jedoch erst in der 2. Stufe bei mittlerer Heizkraft. Die vordere 
Spitze der Pipette wurde im Bereich der Heizwendel vorsichtig abgebrochen. Es war für die 
Durchführung der Mikrosezierung ohne Bedeutung, ob die damit erzielte Öffnung glatte Bruchkan-
ten hatte oder nicht. Direkt vor Benutzung der Pipetten wurden diese nochmals ca. 1 h bei UV-Licht 
bestrahlt, um eine völlige DNA-Freiheit zu gewährleisten.  
 
Beschickung der Sammelpipette: 
Zur Ablage der geschnittenen Fragmente wurde eine Pasteurpipette verwendet. Das Einfüllen mit 
der vorbereiteten Collection-drop-Lösung erfolgte. Man verwendete dazu einen Mundschlauch, der 
mit einer 10-ml-Spritze verbunden ist. Mit diesem wurde die Lösung vorsichtig aufgezogen, bis die 
dünne Spitze der Pipette gefüllt war. Es stellte sich als günstig heraus, Luft mit aufzuziehen, um die 
Kapillarkräfte auszuschalten und zu verhindern, daß die Chromosomenfragmente in der Pipette 
nach oben gezogen wurden. Die gesammelten Fragmente befanden sich somit später nur in der 
vorderen, mit Flüssigkeit gefüllten Spitze der Pipette. Das war insofern wichtig, da bei Überführung 
der geschnittenen Bank in die PCR-Lösung nur die vorderste Spitze abgebrochen wurde. 
 
Vorbereitung der Deckgläschen 
Für das Spreiten der Metaphasen waren gut gereinigte Deckgläschen (60x24 mm, Menzel) not-
wendig. Sie wurden vor der Mikrosezierung einige Tage in 10 %iger SDS-Lösung (Sigma) entfettet. 
 
Herstellung und Bänderung der Präparate: 
Die mit SDS vorbehandelten Deckgläser wurden gründlich mit sterilem Aqua dest gespült. Auf die 
noch feuchten Deckgläser wurden je nach Zelldichte 1 - 2 Tropfen Zellsuspension gegeben. Bevor 
das Fixativ vollständig verdunstete, erfolgte das vorsichtige Auftropfen frischen Fixativs, um eine 
bessere Spreitung der Metaphasen zu erzielen. Anschließend wurden die Präparate getrocknet 
und gefärbt. 
Die Bänderung der vorbereiteten Metaphasepräparate erfolgte unter sterilen Bedingungen nach 
folgendem Schema: 
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• Behandlung mit Phosphat Puffer für 1 min 
• Inkubation in der Trypsin-Lösung je nach Präparat 40 - 60 s (plasmareiche Präparate müssen 
in der Regel länger trypsiniert werden) 
• Färbung in der vorbereiteten Giemsa-Lösung für 2 - 3 min 
• kurzes Spülen in sterilem Aqua dest. 
• Lufttrocknung. 
 
Durch zu lange Trypsinierung quellen die Chromosomen stark und sind dann sehr weich, was ins-
besondere für das exakte Schneiden kleinerer Chromosomenbereiche von Nachteil ist. 
 
2.3.2 Durchführung der Chromosomen-Mikrosezierung 
(nach Rubtsov et al., 1996) 
 
Beim Sammeln der Fragmente wurden keine Handschuhe getragen, um eine elektrostatische Auf-
ladung zu vermeiden, die zu einem Wegfliegen der Fragmente von der Nadel hätten führen kön-
nen. 
 
Die Mikrosezierung wurde an einem Inversmikroskop (Axiovert-135 oder Axiovert-10, Zeiss) 
durchgeführt. Folgende Objektive wurden benötigt: Vergrößerung 10x (Plan-Neofluar) und 100x 
(Plan-Neofluar, Öl-Immersion). Am Mikroskopstativ waren zwei elektronisch kontrollierte Mikroma-
nipulatoren (Firma Merzhäuser) befestigt; diese ermöglichten in allen drei Achsen auch sehr lang-
same Bewegungen. 
In die Halterung des links neben dem Mikroskop plazierten Mikromanipulators wurde die mit Col-
lection-drop bestückte Sammelpipette eingespannt. Ein gewöhnlicher Druckbleistift diente als Na-
delhalter für eine sterile Glasnadel; dieser wurde auf der rechten Seite plaziert. Sowohl die Sam-
melpipette als auch die Glasnadel wurden am Mikroskop mit dem 10er Objektiv zentriert. Mit dieser 
Vergrößerung erfolgte auch die Einstellung der Objektebene. Zu beachten war, daß ausreichend 
Platz zwischen dem Präparat und der Sammelpipette blieb, um jegliche Berührung der Pipette mit 
dem Präparat zu vermeiden. Nun wurde eine geeignete Metaphase auf dem Deckglas gesucht und 
mit dem 100er Objektiv in die Mitte des Bildfeldes eingestellt.  
Durch den drehbaren Objekttisch war es möglich, das zu schneidende Chromosom in die ge-
wünschte Stellung zur Nadel zu bringen. Danach wurde nochmals in der kleineren Vergrößerung 
kontrolliert, ob sich die Nadel im Bereich der eingestellten Metaphase befindet und senkte sie dann 
mit Einstellung des 100er Objektives langsam manuell auf die Metaphase ab. Sobald sich im Bild-
feld ein dunkler Schatten der Nadel ausmachen ließ, wurde zur weiteren Absenkung der Nadel nur 
noch der Joystick verwendet. Die Absenkung der Nadel nach unten erfolgte, bis sie vor der zu 
schneidenden Bande auf dem Deckglas aufsetzte. Durch ein weiteres Absenken der Nadel und die 
damit verbundene Vorwärtsbewegung konnte das entsprechende Fragment aus dem Chromosom 
herausgeschnitten werden. Sollte dagegen die Isolierung eines Chromosomenarms oder eines 
kompletten Chromosoms erfolgen, war es günstig, das Chromosom durch „gezielte“ Vibrationen 
der Nadel zusammenzuschieben und somit in einem „Stück“ aufzunehmen (Abb. 2.1). Eine erfolg-
reiche Aufnahme der geschnittenen Stücke gestaltete sich erfahrungsgemäß günstiger, wenn das 





Mikrosezierung des kurzen Arms 
von Chromosom 7 
(1) Das zu schneidende Objekt 
wurde in die gewünschte 
Position gebracht. 
(2) Der p-Arm des Chromosoms 
wurde mit der Glasnadel exakt 
herausgeschnitten und 
zusammengeschoben. 
(3) Die Aufnahme des Fragments 
erfolgte. 
(4) Nochmalige Kontrolle des 
bearbeiteten Chromosoms. 
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Hing das Fragment dann an der Nadel, bewegte man die Nadel zuerst mit dem Joystick und dann 
mechanisch nach oben bis in Höhe der Sammelpipette. Die Ablage des Fragments in die Sammel-
pipette wurde im 10er Objektiv beobachtet. Dazu wurde die Nadel mit dem anhaftenden Chromo-
som bzw. Chromosomenstück in die mit Flüssigkeit gefüllte Spitze der Pipette eingeführt und leicht 
in der Flüssigkeit bewegt. Dadurch löste sich das Fragment von der Nadel. In gleicher Weise 
wurde mit den nächsten Chromosomenstücken verfahren, bis sich die gewünschte Anzahl an 
Fragmenten in der Sammelpipette befand (Abb. 2.2). Für eine gute DNA-Bank wurden in der Regel 
5 - 20 Fragmente benötigt. 
 
 
Mit einer Nadel konnten sehr viele Chromosomen der gleichen Bank geschnitten werden, sofern 
die Nadel nicht beim Schneiden beschädigt wird oder versehentlich ein Kontakt mit anderen Chro-
mosomen erfolgte. 
Nach dem Sammeln der Fragmente wurde ein Verdau der Proteine mit der im Collection-drop ent-
haltenen Proteinase-K durchgeführt. Dafür legte man die Sammelpipette in eine Metallschale, die 
in einem Wasserbad stand (feuchte Kammer) und inkubierte für 2 h bei 60 °C. Die Einwirkung der 
Proteinase-K sollte aufgrund der Spaltung der Proteine zu einer effektiveren Amplifizierung mittels 
DOP-PCR beitragen.  
Nach dem Proteinverdau wurde die DNA-Bank in die vorbereitete erste PCR-Lösung (siehe 
2.4.3.1.1.) überführt. Dies erfolgte alternativ durch das Abbrechen der Spitze der Sammelpipette, in 
der sich die chromosomalen Fragmente befanden oder das Ausblasen des Inhaltes der Sammelpi-
pette in ein 500-µl-PCR-Gefäß (safe lock, Eppendorf) mit entsprechender PCR-Lösung. 
 
2.3.3 Sammeln von Kernen für Micro-CGH 
(nach Chudoba et al., 1997, Heller et al., 2000) 
 
Die für die Aufnahme der Kerne notwendigen Glasnadeln wurden hergestellt und sterilisiert, wie 
unter 2.3.1. beschrieben. 
Die Vorbereitung der Deckglaspräparate erfolgte ebenfalls analog. Da beim Sammeln der Kerne 
die Chromosomenmorphologie nicht von Bedeutung war, wurde auf eine Trypsinierung der Präpa-
rate verzichtet und nur eine Färbung der luftgetrockneten Präparate in der oben beschriebenen 
Giemsa-Färbelösung für 3 min vorgenommen. Nach einer Spülung in Aqua dest. wurde die Unter-
seite des Präparates getrocknet, während die Oberseite mit Aqua dest. befeuchtet und auch im 
weiteren Verlauf des Sammelns feuchtgehalten wurde.  
Im Unterschied zu dem unter Punkt 2.3.2 beschriebenen Procedere der Mikrosezierung von Chro-
mosomen oder –fragmenten wurden die aufgenommenen Kerne nicht in einer Sammelpipette auf-
genommen, sondern durch Abbrechen der Glasnadel in einem Eppendorf-Gefäß gesammelt. Somit 
konnte hier auf die Herstellung und Vorbereitung der Sammelpipette verzichtet werden. Das PCR-
Gefäß zum Sammeln der Kerne enthielt neben Sequenase-Puffer (Amersham) auch Proteinase-K 
(Roche) (= Ansatz 1). Sequenase-Puffer wurde mit einer Endkonzentration von 0,75x eingesetzt, 
da sich nach Zugabe der Lösungen zur DOP-PCR (siehe unter 2.4.3.1.2.) durch eine weitere Ver-




     Stammlösung  Endkonzentration pro Bank 
Aqua ad iniectabilia           2,9 µl 
Sequenase-Puffer       5 x    0,75 x     0,8 µl 
Proteinase-K   14,4 mg/ml   4,3  mg/ml    1,6 µl 
 
Von diesem Ansatz wurden 4 µl in ein 500-µl-PCR-Gefäß pipettiert. 
 
Abb. 2.2 
Übertragung des an der 
Nadel befindlichen Frag-
ments (Pfeilspitze) in die 
mit Collection-drop be-
stückte Sammelpipette  
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Die Zentrierung der Glasnadel und Einstellung der Objektebene erfolgte. 
Günstig zum Sammeln waren 2 - 4 Kerne, die relativ dicht beieinanderlagen und daher zusammen 
in einem Arbeitsvorgang mit einer Nadel aufgenommen werden konnten. 
Die Nadel wurde nun manuell vorsichtig nach unten bewegt. Sobald sie den Flüssigkeitsfilm be-
rührte, wurde der Joystick für weitere Nadelbewegungen benutzt. Unter Sicht wurde sie auf das 
Deckglas neben den Kernen aufgesetzt. Die Zellen konnten nun zusammengeschoben werden; 
dabei war es wichtig, auch eventuell vorhandenes Plasma mit zu isolieren. Somit konnte eine voll-
ständige Aufnahme der Zellkerne gewährleistet werden. Der Vorgang der Zellkernisolierung ist in 
Abb. 2.3 dargestellt. 
Das Zellmaterial wurde mit der Nadel aufgenommen und diese nach oben über den Flüssigkeits-
film bewegt. Mit einer Vergrößerung von 10x konnte nun kontrolliert werden, ob die Kerne an der 
Nadelspitze hängen. Durch Erschütterungen bzw. zu schnelles Bewegen der Nadel nach oben 
oder beim Austritt aus der Flüssigkeit sowie durch ungünstige elektrostatische Verhältnisse kann 
das Zellmaterial von der Nadel abfallen. Auf dem Boden des vorbereiteten PCR-Gefäßes wurde 
die Nadel abgebrochen. Dabei war es sehr wichtig, die Wand des PCR-Gefäßes nicht mit der Na-
delspitze zu berühren. In der eben beschriebenen Weise wurde die entsprechende Zahl der Kerne 
(zwischen 5 und 20 Kernen) gesammelt. Zur Generierung der Normal-DNA wurden unter den glei-




Nun erfolgte der Proteinverdau. Dazu wurde der Ansatz im PCR-Gefäß 2 h bei 60 °C inkubiert.  
Anschließend erfolgte die DOP-PCR (siehe 2.4.3.1.2.). 
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2.4 Molekulargenetische Techniken 
2.4.1 Präparation von Plasmid-DNA  
Verwendete Reagenzien: 
LB-(Luria-Bertani)-Medium 
 10 g Pepton ((Merck) 
   5 g Hefeextrakt (Sigma) 
 10 g NaCl (Merck) 
 mit Aqua dest. auf 800 ml auffüllen 
 mit NaOH pH 7 einstellen 
 nun auf 1 l auffüllen und autoklavieren 
 
Zur Isolierung der Plasmid- bzw. Cosmid-DNA aus E. coli kam der QIAprep-Spin-Miniprep-Kit 
(Qiagen) zum Einsatz. Er erlaubt eine schnelle, einfache und kosteneffektive DNA-Präparation bis 
zu 20 µg DNA (QIAprep Miniprep Handbuch, Qiagen). Es wird dabei die Silica-Gel-Membran-
Technologie genutzt, wobei die DNA in geringem Volumen Tris-Puffer oder Aqua dest. eluiert wird. 
Die Ausbeute an DNA liegt bei ca. 70 %. 
 
In einem sterilen 50-ml-Falcon-Röhrchen (Greiner) erfolgte unter Einsatz der entsprechenden Anti-
biotika die Anzucht der Bakterien in einer Schüttelkultur. Dazu wurden 5 ml LB-Medium mit einer 
Impföse mit der Bakterienstocklösung beimpft und über Nacht bei 37 °C kultiviert.  
Nach Zentrifugation wurde das Pellet mit 250 µl Puffer P1 resuspendiert und in ein 1,5-ml-Eppen-
dorf-Gefäß überführt. Nach Zugabe von 250 µl Puffer P2 und 350 µl Puffer N3 erfolgte eine vor-
sichtige Mischung. Nach Zentrifugation wurde der Überstand auf die Säule gegeben und erneut 
zentrifugiert. Mit 750 µl Puffer PE erfolgte eine Waschung, es schlossen sich erneut Zentrifuga-
tionsschritte an. Zum Eluieren der DNA wurden 50 µl Puffer EB (10 mMTrisHCl, pH 8,5) oder Aqua 
ad iniectabilia auf die Membran gegeben und nach kurzer Inkubationszeit zentrifugiert.  
Von der so gewonnenen Lösung wurde mittels Spektrometer der DNA-Gehalt bestimmt und die 
DNA-Stocklösung wurde nunmehr bei -20 °C gelagert.  
 
2.4.2 c-DNA Synthese 
2.4.2.1 Isolierung von RNA aus fixierten Knochenmarkzellen 
Für die Isolierung von RNA aus Knochenmarkzellen, die in Methanol-Eisessig fixiert vorlagen, 
wurde der Rneasy-Mini-Kit (Qiagen) verwendet (Handbuch zum Kit, Quiagen). 
Dazu wurden – abhängig von der Zelldichte – 200 - 500 µl der Zellsuspension bei RT zentrifugiert 
(5 min/13000 rpm). Nach Entfernen des Überstandes erfolgte eine Waschung des Pellets mit 96 % 
EtOH und eine erneute Zentrifugation schloß sich an (Henic et al., 1995; Strehl et al., 2001).  
Nach dem vollständigen Entfernen des Überstandes wurden 350 µl (Zelldichte von bis zu 5x106 
Zellen) oder 600 µl (Zelldichte von 5x106 – 1x107 Zellen) ß-Mercaptoethanol-haltiger Puffer RLT 
zugegeben, um ein Aufbrechen der Zellen zu ermöglichen. Zur Homogenisierung des Zelllysates 
erfolgte ein mindestens einminütiges Vortexen, anschließend erfolgte die Zugabe von 350 bzw. 
600 µl 70 % EtOH, und ein erneutes Mischen schloß sich an. Nun wurde das Lysat auf die 
RNeasy-Säulen übertragen (max. 700 µl pro Säule) und zentrifugiert. Das Waschen erfolgte mit 
700 µl Puffer RW1 und 2x 500 µl Puffer RPE. Nach jeder Zugabe schloß sich jeweils eine Zentrifu-
gation an. Nach der Verdunstung des Ethanols wurden 30 - 50 µl Aqua ad iniectabilia direkt auf die 
Membran gegeben und nach kurzer Einwirkzeit zentrifugiert. Waren höhere RNA-Mengen zu er-
warten, wurden die Elutionsschritte wiederholt. Eine Bestimmung der optischen Dichte schloß sich 
an. Die RNA wurde anschließend bei –70 °C gelagert. 
 
2.4.2.2 Reverse-Transkriptase-Reaktion 
Die First-strand-c-DNA Synthese-Reaktion wird von dem Enzym SuperScript-II-Rnase-H – Re-
verse-Transkriptase (Invitrogen) katalysiert. Dieses Enzym wurde konstruiert, um die Rnase-H-
Aktivität, die in anderen Reverse-Transkriptase-Enzymen gefunden wurde und die die m-RNA wäh-
rend der First-strand-Reaktion degradiert, zu eliminieren. Dadurch konnte eine bessere c-DNA-
Ausbeute erzielt werden. 
Für eine Menge von 1 - 5 µg totaler RNA bzw. 50 - 500 ng m-RNA wurde eine 20-µl-Reaktion 
durchgeführt.  
Dabei wurden 50 - 250 ng Random-Primer/Hexamere (Gibco) mit RNA-Lösung gemischt, so daß 
eine Gesamtmenge von 12 µl entstand. Steigende Hexamer-Mengen (bis 250 ng pro 5 µg RNA) 
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können die Ausbeute an kleineren PCR-Produkten (< 500 bp) erhöhen; allerdings kommt es dabei 
zur Erniedrigung der Ausbeute an langen PCR-Produkten und Transkripten, die in ganzer Länge 
erhalten bleiben.  
Folgendes Protokoll wurde angewandt (die notwendigen Temperaturschritte wurden im Thermocy-
cler PTC-200 (Peltier Thermal Cycler von Biozym Diagnostik GmbH) erzielt): 
 
1.  70 °C, 15 min  ? Denaturierung der RNA, die mit sich selbst hybridisiert 
2.     4 °C,   1 min 
3.        4 µl    5 x  First-strand-Puffer 
    + 2 µl     0,1 M DTT 
    + 1 µl  10,0 mM dNTP Mix 
       7 µl  
   Zugabe dieser Lösung, gründliches Mischen, Zentrifugieren 
4.   25 °C, 10 min  ? Primer binden an RNA 
5.   42 °C,   2 min 
   1 µl Enzym SuperScript II zugeben, mischen 
6.   42 °C, 53 min  ? Synthese 
7.   70 °C, 15 min  ? Denaturierung der synthetisierten Fragmente 
 
Die erhaltene c-DNA wurde anschließend bei –20 °C aufbewahrt. 
 
2.4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction) wird eingesetzt, um eine exponentielle 
in-vitro-Amplifikation von DNA-Segmenten zu erzielen (Saiki et al., 1985).  
In der hier vorliegenden Arbeit wurden dadurch DNA-Banken für FISH-Analysen amplifiziert und 
mit entsprechenden Liganden versehen, weiterhin war eine spezifische PCR notwendig, um eine 
Genfusion zu sequenzieren.  
 
Für die Standard-PCR werden eine (thermostabile) DNA-Polymerase, passende Oligonukleo-
tidprimer, Puffer, Nukleotide und natürlich Ausgangs-DNA (im weiteren auch Template genannt) 
benötigt. 
Eine PCR-Reaktion besteht aus den Einzelschritten der Denaturierung, des Annealing und der 
Elongation, wobei mehrere Zyklen hintereinander durchlaufen werden: 
 
 ? Denaturierung: Aufschmelzen des doppelsträngigen DNA-Templates 
 ? Annealing: Anlagerung der Primer an die DNA 
 ? Elongation: Verlängerung des DNA-Stranges, an welchen der Primer  
    gebunden hat.  
 
Je nach Aufgabenstellung können sowohl spezifische Primer, und damit eine gezielte Amplifikation 
eines definierten DNA-Fragments, als auch unspezifische Primer, mit denen es möglich wird, be-
liebige, unbekannte Zielsequenzen bzw. die DNA des gesamten Genoms zu amplifizieren, einge-
setzt werden.  
 
• Die nun folgenden Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen und an einer sterilen Werkbank 
durchgeführt. 
• Alle verwendeten Lösungen mußten steril sein und durften keine Nukleasen oder Fremd-DNA 
enthalten. Es empfahl sich daher, die Lösungen in kleine Aliquots zu portionieren.  
• Notwendige Lösungen und Ansätze wurden jeweils mit Aqua ad iniectabilia (Braun) verdünnt 
bzw. hergestellt. Im folgenden wird dafür die Bezeichnung: Aqua ad verwendet. 
• Die PCR-Reaktionen wurden jeweils in einem Thermocycler PTC-200 (Peltier Thermal Cycler 
von Biozym Diagnostik GmbH) durchgeführt. 
 
2.4.3.1 DOP-PCR 
Die DOP-PCR wurde erstmals von Telenius et al. 1992a beschrieben. Unter Verwendung von de-
generierten Oligonukleotidprimern ist es möglich geworden, beliebige, unbekannte Zielsequenzen 
zu amplifizieren. Das 3’-Ende besitzt 6 spezifische Basen, daran schließen sich einige unspezifi-
sche, zufällig gewählte Nukleinsäuren, die man auch als degenerierte Sequenzen bezeichnet. Die 
5’-Phosphatgruppe besitzt wiederum definierte Basen (Bohlander et al., 1992). Während der ersten 
PCR-Zyklen wird eine niedrige Annealing-Temperatur gewählt (low temperature cycle), so daß sich 
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der Primer an vielen verschiedenen Stellen auf der Ziel-DNA anlagern kann. Je niedriger die An-
nealing-Temperatur gewählt wird, umso unspezifischer und damit häufiger bindet der Primer an die 
DNA. Die Stellen, an die sich der Primer anlagert, sind definiert durch die teilweise spezifischen 
Sequenzen am 3’-Ende. Die in diesen ersten Zyklen entstandenen DNA-Fragmente lösen sich 
jeweils von der Ziel-DNA ab und durch die erneute Anlagerung neuer Primer werden genügend 
Fragmente für die folgenden Zyklen synthetisiert. Dabei erfolgt das Annealing bei höheren Tempe-
raturen (high temperature cycle). Mit dieser Methode der PCR kann effektiv die DNA des gesamten 
Genoms amplifiziert werden (Telenius et al., 1992b). 
 
 
Verwendete Reagenzien:  
DOP-Primer  
 Sequenz:  5’ CCG ACT CGA GNN NNN NAT GTG G 3’ 
 Die Synthese wurde von Herrn Dr. E. Birch-Hirschfeld, Institut für Virologie, Jena,  
 durchgeführt und das Produkt uns freundlicherweise zur Verfügung gestellt. 
 
dNTPs 
 Aus den Nukleotiden (GeneAmp dNTPs, Perkin Elmer) wurde eine Gebrauchslösung  
 Hergestellt; dabei wurden die einzelnen Nukleotide (á 10 mM) im Verhältnis 1 : 1 : 1 : 1  
 gemischt. Somit ergab sich für jedes Nukleotid eine Konzentration von 2,5 mM. 
 
T7-Sequenase-2.0-DNA-Polymerase (Amersham) 
 Stammlösung: 13 U/µl 
 (wurde zusammen geliefert mit Sequenase-Puffer und Sequenase-Enzyme-Dilution-Buffer) 
 Das Enzym Sequenase wurde 1 : 8 in Sequenase-Enzyme-Dilution-Buffer verdünnt. 
 
AmpliTaq-DNA-Polymerase-Stoffel-Fragment (Perkin Elmer) 
 Stammlösung: 10 U/µl  
 (wurde zusammen geliefert mit 10x Stoffel-Fragment-Puffer und 25 mM  
 Magnesiumchlorid [MgCl2]) 
 
GeneAmp-10x-PCR-Puffer-II (Perkin Elmer) 
 100 mM Tris-HCl; pH 8,3; 500 mM KCl 
 
Label-Mix 
 GeneAmp-dNTPs, Perkin Elmer 
 Je 2 mM dATP, dCTP und dGTP sowie 1 mM dTTP* wurden gemischt. 
  
 * Anstelle des Nukleotids dTTP wurde während der PCR ein Hapten bzw.  
   Fluorochrom in die DNA eingebaut. 
 
AmpliTaq DNA-Polymerase (Perkin Elmer) 
 Stammlösung: 5 U/µl  
 
2.4.3.1.1 DNA-Amplifikation der mikrosezierten Chromosomenfragmente 
(nach Rubtsov et al., 1996) 
 
Um eine effektive Amplifikation der relativ geringen DNA-Mengen, die nach Mikrosezierung weni-
ger Fragmente vorlagen, zu gewährleisten, wurde die PCR mit 8 Sequenasezyklen durchgeführt. 
 
Lösung A: 
   Stammlösung  Endkonzentration  pro Bank 
Aqua ad           3,37 µl 
Sequenase-Puffer       5,0  x      0,6  x     0,60 µl 
DOP-Primer      40,0 µM       5,0 µM     0,63 µl 
dNTPs      á 2,5 mM   200,0 µM     0,40 µl 
 
 ⇒ Diese Lösung wurde ca. 30 min vor Ablauf der Inkubationszeit der Proteinase- 
 K (die Inhibierung der Proteinase-K erfolgte nach Start der PCR durch initiale  
 Denaturierung) pipettiert.  
 Pro DNA-Bank gab man 5 µl in ein 500-µl-PCR-Gefäß.  
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 Nach Überführung des Collection drops mit den geschnittenen DNA-Banken 
 wurde die PCR gestartet.  
 
Lösung B – mit Enzym für Low-temperature-cycles: 
     Stammlösung  Endkonzentration pro Bank 
Sequenase-Enzyme-Dilution-Buffer         1,75 µl 
Sequenase         13 U/µl        1,6 U/µl    0,25 µl 
 
 ⇒ In den ersten 8 Zyklen wurde Sequenase verwendet, die nicht thermostabil ist. Daher  
     erfolgte die Zugabe von je 0,25 µl in jedem Zyklus nach der Denaturierung. 
 
Lösung C: 
    Stammlösung  Endkonzentration  pro Bank 
Aqua ad          34,22 µl 
Stoffel-Fragment-Puffer     10,0 x       1,0 x     5,00 µl 
dNTPs      á 2,5 mM   220,0 µM    4,40 µl 
DOP-Primer      40,0 µM       1,1 µM    1,38 µl 
MgCl2        25,0 mM       2,5 mM    5,00 µl 
 
 ⇒ Die High-temperature-PCR wurde in einem Volumen von 55 µl durchgeführt. Durch  
     Zugabe von 45 µl der Lösung C wurde die dafür erforderliche Volumenvergrößerung  
     erreicht. 
 
Lösung D – mit Enzym für High-temperature-cycles: 
      Stammlösung Endkonzentration pro Bank 
Aqua ad          4,9 µl 
Stoffel-Fragment-Puffer    10 x   1,0 x  0,7 µl 
MgCl2      25 mM   2,5 mM  0,7 µl 
AmpliTaq-DNA-Polymerase- 
Stoffel-Fragment    10 U/µl   1,0 U/µl 0,7 µl 
 
 ⇒ Es wurden 5 µl des Enzym-Mixes zugegeben. 
 Die nachträgliche Enzymzugabe liegt darin begründet, daß die Primer vor Zugabe der  
 Polymerase einen Denaturierungsschritt durchlaufen und so eine Anlagerung  
 untereinander in den degenerierten Sequenzen verhindert wird.  
 
 
Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt: 
   5 min          92 °C   ?initiale Denaturierung 
         2 min 20 s  25 °C  ←hier Zugabe von 0,25 µl Lösung B 
8 Zyklen           ? Primer-Annealing 
         2 min          34 °C   ? DNA-Elongation 
         1 min          90 °C   ? Denaturierung 
   2 min 20 s  30 °C  ←hier Zugabe von 45 µl Lösung C 
   1 min          92 °C   ? Denaturierung 
   2 min 20 s  56 °C  ←hier Zugabe von 5 µl Lösung D 
       ? Primer-Annealing 
   2 min          70 °C   ? DNA-Elongation 
          1 min          92 °C   ? Denaturierung 
32 Zyklen      1 min          56 °C   ? Primer-Annealing 
          2 min          70 °C   ? DNA-Elongation 
  10 min         72 °C 
      4 °C 
 
Zur Aufbewahrung wurden die amplifizierten Banken mit Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) von 
Sigma in einer Endkonzentration von 5 mM versetzt und bei -20 °C gelagert. 
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2.4.3.1.2 DNA-Amplifikation der mikrosezierten Kerne 
(nach Heller et al., 2000) 
 
Das Sammeln der Kerne erfolgte im Ansatz 1 (siehe auch 2.3.3.), welcher bereits Sequenase-Puf-
fer enthielt. Durch Zugabe von Lösung A-1 wurden der DOP-Primer und die Nukleotide zugeführt. 
 
Lösung A-1: 
   Stammlösung  Endkonzentration  pro Bank 
DOP-Primer      40,0 µM         5 µM     0,83 µl 
dNTPs      á 2,5 mM     200 µM     0,53 µl 
 
 ⇒ Nach dem Proteinverdau und vor Start der PCR wurde 1 µl der Lösung zu dem bereits  
     vorhandenen Ansatz pipettiert. Das Gesamtvolumen im PCR-Gefäß betrug somit 5 µl. 
 
Die weiteren Lösungs-Ansätze sowie das verwendete PCR-Protokoll ist unter Punkt 2.4.3.1.1 be-
schrieben.  
 
2.4.3.1.3 DNA-Amplifikation der YAC- und Plasmid-Sonden 
Durch eine modifizierte DOP-PCR mit nur 3 Sequenasezyklen wurden die Bedingungen geschaf-
fen, die verwendeten DNA-Stocklösungen der YAC-Banken sowie die Plasmidpräparationen der 
Single-copy-DNA für spätere Reamplifikationen bzw. Markierungen einzusetzen. 
 
Die PCR-Lösungen wurden, wie unter 2.4.3.1.1. beschrieben, eingesetzt.  
Das PCR-Protokoll wurde dahingegen modifiziert, daß anstelle von 8 Low-temperature-cycles nur 




Um zu gewährleisten, daß die mikrosezierten Banken immer in ausreichender Menge verfügbar 
sind, wurden alle Stocklösungen (= DNA-Lösung nach erster Amplifikation) nochmals reamplifiziert 
(im folgenden als 1R-Banken bezeichnet). Als günstig beim Umgang mit diesen Banken hat sich 
erwiesen, die 1R-Banken nochmals zu reamplifizieren (entspricht dann 2R-Banken) und diese 2R-
Banken jeweils für Markierungs-PCRs einzusetzen. Durch Anwendung dieses Amplifizierungs-(und 
letzlich auch Konservierungs-)Schemas wird es möglich, eine mikrosezierte DNA-Bank in 3,3x106 
FISH-Experimenten einzusetzen (Liehr et al., 2002). 
 
PCR-Ansatz: 
      Stammlösung Endkonzentration pro Bank 
Aqua ad          34,25 µl 
Stoffel-Fragment-Puffer       10    x     1   x     5,00 µl 
dNTPs        á 2,5 mM 220,0 µM    4,00 µl 
DOP-Primer        40,0 µM     1,0 µM    1,25 µl 
MgCl2         25,0 mM     2,5 mM    5,00 µl 
AmpliTaq-DNA-Polymerase- 
Stoffel-Fragment       10    U/µl     1,0 U/µl    0,50 µl 
 
 ⇒ Zu einem 50 µl Reamplifizierungsansatz wurden je 0,5 µl der DNA-Bank  
     (Stocklösung, 1R oder 2R) pipettiert. 
 
 
Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt: 
    3 min          92 °C  ? initiale Denaturierung 
           1 min          91 °C  ? Denaturierung 
29 Zyklen       1 min          56 °C  ? Primer-Annealing 
           2 min          70 °C  ? DNA-Elongation 
  10 min         72 °C 
      4 °C 
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Die reamplifizierten Banken wurden zur Aufbewahrung ebenfalls mit EDTA in einer Endkonzentra-
tion von 5 mM versetzt und bei -20 °C gelagert. 
 
Auch die Single-copy-Banken wurden nach erster DOP-PCR (siehe 2.4.3.1.3.) reamplifiziert, bevor 
eine Markierungs-PCR durchgeführt wurde. 
Es hat sich bei den YAC-Banken als geeignet herausgestellt, die Annealing-Temperatur bei 40 °C 
zu wählen (mündliche Mitteilung von Dr. J. Wirth, Berlin).  
 
2.4.3.1.5 Markierungs-PCR 
Eine Markierung der vorliegenden DNA-Banken erfolgte mittels einer weiteren PCR, bei welcher 
der Einbau modifizierter Nukleotide erfolgte. 
Durch diese Markierungs-PCR wurden sowohl Einzelbanken markiert als auch zu DNA-Pools zu-
sammengefaßte Banken. Die Strategie der Markierung für die MCB-Sondenmixe bestand darin, die 
Einzelbanken jeweils getrennt zu labeln und erst bei DNA-Fällung (siehe 2.6.1) zusammen zu pi-
pettieren.  
Gleiches traf auch für die M-FISH-Sonden zu.  
Die DNA-Banken der Tumorzellen bzw. der Lymphozyten mit chromosomalen Aberrationen, die 
nach Micro-CGH zu Verfügung standen, wurden mit Biotin-16-dUTP markiert, die Normal-DNA-
Banken mit Digoxigenin-11-dUTP. 
 















Fluorochrome zur direkten Markierung der DNA  
 
Diethylaminocoumarin-5-dUTP  DEAC NEN Life Sience 
Products, Inc. 
426 480 
Fluorescein-12-dUTP Fluo Roche 495 521 
SpectrumGreen-dUTP SG Vysis/ABBOTT 497 524 
R110-dUTP R110 Perkin Elmer 
Applied Biosystems 
502 530 
SpectrumOrange-dUTP SO Vysis/ABBOTT 559 588 
ChromaTide-TexasRed-12-
dUTP 
TR Molecular Probes 587 612 
SpectrumRed-dUTP SR Vysis/ABBOTT 595 615 
 





FITC Vector Laboratories 494 518 
α-Digoxigenin-Cy3 α-Dig-
Cy3 
Dianova 550 570 
α-Digoxigenin-Rhodamine α-Dig-
Rhod 
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Markierungs-Ansatz *: 
    Stammlösung  Endkonzentration pro Bank [µl] 
Aqua ad               12,48 
10 x Puffer        10 x           2      x          2,00 
DOP-Primer        40 µM          2,00 µM          1,00 
Label-mix        10 x           1      x          2,00 
MgCl2         25 mM          2,50 mM          2,00 
modifiziertes Nukleotid      (entsprechend Angaben des Herstellers) 0,4 - 1,50 ** 
AmpliTaq-DNA-Polymerase        5 U/µl          0,03 U/µl          0,12 
 
 *  In aller Regel wurde pro Bank ein 20-µl-Ansatz gewählt, 50-µl- oder 100-µl- 
     Ansätze konnten auch problemlos zur Markierung von DNA-Banken eingesetzt  
     werden.  
 ** Je nach eingesetzter Menge wurde das Volumen von Aqua ad korrigiert. 
 
 ⇒ Zu einem 20-µl-Markierungs-Ansatz wurden je 1 - 2 µl der DNA-Bank pipettiert.  
 
Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt gewählt: 
   3 min          92 °C  ? initiale Denaturierung 
          1 min          91 °C  ? Denaturierung 
19 Zyklen      1 min          56 °C  ? Primer-Annealing 
          2 min          70 °C  ? DNA-Elongation 
  10 min         72 °C 
      4 °C 
 
2.4.3.2 Spezifische PCR 
Zum Nachweis von Genen, Genabschnitten oder Genfusionen ist es notwendig, eine PCR mit spe-
zifischen Primern durchzuführen.  
Um sehr geringe Template-Mengen nachzuweisen, bedient man sich des Prinzips der Nested-
PCR, wobei in einer ersten Reaktion ein weiter auseinandergelegenes Primerpaar verwendet wird. 
Dieses Produkt wird nun in einer zweiten Reaktion - mit zwischen den ersten Primerpaar gelege-
nen Primern - eingesetzt. Dadurch wird es möglich, die bei der ersten Reaktion entstehenden fal-
schen PCR-Produkte „auszuschalten“. 
Folgende Primerpaare wurden von Dr. Birch-Hirschfeld synthetisiert und in dieser Arbeit einge-
setzt: 
 
- 1. PCR 4F1 5‘-CTA TGG ACA GCA GGA CCG TG-3‘ 
  8R 5‘-CAT AGT AGT AAC GGA GGG CG-3‘ 
-  2. PCR T1 5‘-GGT GGC TAT GAA CCC AGA GG-3‘ 
  E2 5‘-CCT CGT CGG GAT CCG TCA TC-3‘ 
 





    Stammlösung  Endkonzentration pro Bank [µl] 
Aqua ad              14,25 
10 x Puffer        10 x           1      x         2,50 
MgCl2         25 mM          3      mM         3,00 
dNTPs          10 x           0,80 x         2,00 
Primer  4F1       10 µM          0,20 µM         0,50 
  8R       10 µM          0,20 µM         0,50 
AmpliTaq-DNA-Polymerase        5 U/µl          0,05 U/µl         0,25 
 
 ⇒ Zu diesem Ansatz wurden 2 µl der c-DNA pipettiert. 
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2. PCR-Ansatz: 
    Stammlösung  Endkonzentration pro Bank [µl] 
Aqua ad              17,55 
10 x Puffer        10 x           1      x         2,50 
MgCl2         25 mM          1,50 mM         1,50 
dNTPs          10 x           1,00 x         1,20 
Primer  T1       10 µM          0,20 µM         0,50 
  E2       10 µM          0,20 µM         0,50 
AmpliTaq-DNA-Polymerase        5 U/µl          0,05 U/µl         0,25 
 
 ⇒ Diesem Ansatz wurde 1 µl des Produktes nach 1. PCR beigefügt. 
 
 
Die PCR-Bedingungen wurden wie folgt - sowohl für erste als auch zweite PCR - gewählt: 
    3 min          94 °C  ? initiale Denaturierung 
       45 sec          94 °C  ? Denaturierung 
33 Zyklen   45 sec          60 °C  ? Primer-Annealing 
       45 sec          72 °C  ? DNA-Elongation 
    6 min         72 °C 
      4 °C 
 
2.4.4 Nick-Translation zum Einbringen von markierten Nukleotiden 
Bei der Nick-Translation (Rigby et al., 1977) führt man in einen DNA-Strang mit einer Desoxyribo-
nuklease in Gegenwart von Magnesiumionen Einzelstrangbrüche (nicks) ein. So entstehen freie 3’-
Hydroxyl- und 5’-Phosphatenden. Nach Zugabe einer DNA-Polymerase wird die Bruchstelle zum 
Ausgangspunkt für eine Reaktion, bei der am 3’-Hydroxylende neue Nukleotide eingeführt werden. 
Durch die 5’→3’-Exonuklease-Aktivität des Enzyms kommt es gleichzeitig zum Abbau alter Nu-
kleotide auf der anderen Seite der Bruchstelle. So wird dieser Bruch entlang der DNA in 5’→3’-
Richtung verschoben, und auf diese Weise integriert man markierte Nukleotide in die DNA. Wird 
die Reaktion bei 15 °C durchgeführt, so kommt es zu einer vollständigen Erneuerung der alten 
Nukleotidsequenz (Strachan und Read, 1996). 
In dieser Arbeit wurde der Biotin-16-dUTP- bzw. Digoxigenin-11-dUTP-Nick-Kit von Roche ver-
wendet. Dabei wurde je 1 µg der DNA-Sonde in 16 µl H2O verdünnt und mit 4 µl des Biotin- oder 
Digoxigenin-Nick-Translation-Mixes, der neben o. g. Enzymen auch die Nukleotide und entspre-
chende Puffer enthält, versetzt. Die Reaktion erfolgte bei 15 °C für 90 min und wurde durch eine 
anschließende Denaturierung (10 min bei 65 °C) gestoppt. 
Das Fällen der markierten DNA erfolgte anschließend wie unter 2.6.1 beschrieben. 
 
2.4.5 DNA-Sequenzierung 
Mit der DNA-Sequenzierung kann die genaue Basenabfolge einer Sequenz bestimmt werden. Ne-
ben der Mutationssuche wird sie, wie in der vorliegenden Arbeit, auch genutzt, um auf molekularer 
Ebene die Bruchpunkte einer Genfusion (hier die Fusion FUS/ERG) zu ermitteln. 
Maxam und Gilbert beschrieben 1977 erstmals eine DNA-Sequenzierug, die auf einem chemi-
schen Verfahren beruhte. In der neueren Zeit bedient man sich enzymatischer Methoden. So sind 
neben einer DNA-Polymerase ein einzelsträngiges DNA-Template und ein komplementärer Se-
quenzierungsprimer, der spezifisch an einen Abschnitt der DNA-Matrize bindet, sowie Didesoxynu-
kleotide (ddNTPs) erforderlich (Strachan und Read, 1996). Die ddNTPs sind Analoga der normalen 
dNTPs und liegen neben diesen vor, unterscheiden sich aber dadurch, daß ihnen ein 2‘-Kohlen-
stoff und am 3‘-Kohlenstoffatom eine Hydroxylgruppe fehlt. Ein Didesoxynukleotid kann durch Aus-
bildung einer Phosphodiesterbindung mit dem vorher eingebauten Nukleotid in das wachsende 
DNA-Molekül eingebaut werden. Es kommt dann aber zum Stop der Synthese, da den ddNTPs die 
Hydroxylgruppe fehlt, die notwendig ist, um ebenfalls eine Phosphodiesterbindung auszubilden. 
Parallel werden 4 basenspezifische Reaktionen durchgeführt; dabei enthält jeder Ansatz die 
dNTPs und eines der vier ddNTP in einer geringen Konzentration. Der Abbruch der DNA-Synthese 
erfolgt zufällig und liegt dadurch in einer statistischen Verteilung vor. Somit erhält man eine Popu-
lation von DNA-Fragmenten verschiedener Größe, die – festgelegt durch den Primer – ein überein-
stimmendes 5‘-Ende und variable 3‘-Enden besitzen. 
Um die in der Größe variablen Fragmente unterscheiden zu können, ist es notwendig, markierte 
Gruppen in die Reaktion einzubringen. Dazu wird entweder ein 5‘-fluoreszenzmarkierter Primer 
verwendet, oder es werden markierte Nukleotide zugesetzt, die während der Synthese eingebaut 
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werden. Weiterhin besteht die Möglichkeit, markierte Didesoxynukleotide einzusetzen. Die Auftren-
nung der entstandenen Fragmente erfolgt durch ein denaturierendes Gel. Durch das Lesen des 
Gels kann nun die 5‘ → 3‘-Sequenz ermittelt werden, die zu dem ursprünglich eingesetzten DNA-
Template komplementär ist.  
 
Bei diesem Experiment wurden die mit IRD-800-markierten und in ihrer Sequenz bereits unter 
Punkt 2.4.3.2. beschriebenen inneren Primer (hergestellt von der Firma MWG Biotech) *E2 und 




 Tris (Merck)    242,0 g 
 Eisessig (Merck)     57,1 ml 
 EDTA (0,5 M, pH 8,0) (Sigma)  100,0 ml 
 add 1000 ml Aqua dest. 
 → autoklavieren 
 
Sequenziergel 6 % 
 30 ml Sequagel-XR (Biozym) 
 7,5 ml Sequagel-Puffer (Biozym) 
 300 µl 10 % Amoniumpersulfat (APS) (Sigma) 
 → gut mischen 
 Zum Gießen des Gels wurde eine 41-cm-Platte mit einem 0,25-mm-Spacer  
 und ein Kamm mit 48 Zähnen verwendet. 
 
 
Die zu sequenzierende DNA wurde durch Ausschneiden der entsprechenden Bande aus dem Gel 
gewonnen. Dazu war es notwendig, ein 2,8 %iges Gel mit Seakem-Agarose (Biozym) mit 50x TAE-
Puffer herzustellen. Das durch Nested-PCR (siehe Punkt 2.4.3.2) gewonnene Produkt wurde auf-
getragen (in 2 Spuren je 9 µl DNA-Lösung); nach der Auftrennung erfolgte das Ausschneiden der 
erhaltenen Bande. Die DNA beider Gelstücke wurde anschließend mit dem Microcon-100-Kit (Ami-
con) extrahiert und lag in einem Endvolumen von ca. 75 µl vor. 
Eine Aufkonzentrierung der DNA war durch eine Fällung mit 6 M Ammoniumacetat möglich. 
 
Die Sequenzierung wurde mit dem SequiTherm-Exel-II-DNA-Sequencing-Kit-LC (Epicentre Tech-
nologies) durchgeführt. Dieser Kit enthielt sowohl den Sequencing-Buffer, das Enzym 
(SequiTherm-Exel-II-DNA-Polymerase), die Stopmixe als auch den Stop-loading-Buffer. 
Die Herstellung eines Master-Mixes erfolgte: 
 
     Stammlösung  Endkonzentration 
 DNA          7,8 µl 
 Sequencing Buffer  3,5 x    1,5   x  7,2 µl 
 Primer (*E2 bzw. *T1)   1    µM    0,06 x  1,0 µl 
 SequiTherm-Exel-II- 
 DNA-Polymerase  5    U/µl   0,3   U/µl 1,0 µl 
 
 
In einer Mikrotiterplatte (Biozym) erfolgte nun die Reaktion mit den Stopmixen (modifizierte Nu-
kleotide), dabei wurden je 2 µl A-, C-, G-, T-Stopmix und 4 µl des Master-Mixes vorgelegt. 
Die PCR wurde unter folgenden Bedingungen gefahren: 
 
 95 °C für  3 min 
 95 °C für 30 sec  
 60 °C für 30 sec   29 Cyclen 
 70 °C für 60 sec  
 70 °C für 5 min 
 
Nach der PCR wurden die DNA-Proben im Verhältnis 2 + 1 mit dem Stop-loading-Buffer gemischt 
und für 3 min bei 80 °C denaturiert. Unmittelbar danach erfolgte das Auftragen der Proben auf dem 
Sequenziergel, und die Analyse wurde mit dem LI-COR (MWG Biotech) nach Standardbedingun-
gen durchgeführt. Eine automatische Auswertung des Bandenmusters erfolgte.  
Die erhaltenen Nukleotidsequenzen wurden mit der NCBI-Datenbank (-edb7) verglichen.  
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2.5 Klassische Methoden der Bänderungs-Zytogenetik 
Als klassische Methoden der Zytogenetik werden Bänderungsverfahren und spezifische Färbeme-
thoden für Chromosomen bezeichnet. 1968 gelang es Dr. Lore Zech erstmals, eine individuelle 
Unterscheidung der Chromosomen durch den Einsatz des Fluoreszenzfarbstoffes Quinacrin (Q-





 Bacto-Trypsin-Ampulle (DIFCO Laboratories GmbH) mit 10 ml Aqua ad lösen und  
 Aliquots (0,5 ml) herstellen 
 → bei –20 °C lagern 
 
 0,5 ml gelöstes Bacto-Trypsin in 100 ml PBS-Dulbecco (Biochrom AG) geben 
 auf 37 °C vorwärmen 
 
Giemsa-Farbstofflösung (Merck) 
 10 % Gebrauchslösung mit certiPur-Puffer (pH 6,88) (Merck) herstellen 
 
Salzsäure (HCl) (Merck) 
 0,2 M Lösung herstellen 
 
Bariumhydroxidlösung [Ba(OH)2] (Merck) 
 5 % Lösung herstellen  
 durch einen Faltenfilter in Glasküvette filtrieren 
 
2x SSC 
  17,5 g Natriumchlorid (NaCl) (Merck) 
 + 8,8 g Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (C6H5Na3O7 x 2H2O) (Merck) 
 add 1000 ml Aqua dest.  
 
Colloidalentwickler-Lösung 
 2 g Gelatine (gepulvert) (Merck) in 100 ml Aqua dest. lösen  
 dazu 1 ml konzentrierte Ameisensäure p.a. (HCOOH) (Merck) geben 
 
wässrige Silbernitratlösung 
 4 g Silbernitrat (AgNO3) (Merck) in 8 ml Aqua dest. lösen 
 → Lösung in geschlossener dunkler Glasflasche aufbewahren 
 
2.5.1 GTG-Bandentechnik 
Die GTG-Bandentechnik (= G-bands by Trypsin using Giemsa) ist heute eine der gebräuchlichsten 
Methoden, um Chromosomen darzustellen und so eine numerische und strukturelle Charakterisie-
rung zu ermöglichen (Seabright et al., 1971).  
Diese Färbemethode wird sowohl für Lymphozytenpräparate und Amnionzellen als auch für die 
Darstellung von Knochenmark-Chromosomen verwendet.  
Zur Bänderung wurden OT-Präparate verwendet, die wie unter 2.1.2. hergestellt wurden.  
Die OTs inkubierten für 19 s in der Bacto-Trypsin-Lösung; nach einem Spülschritt in PBS-Puffer 
schloß sich die Färbung für 9 min in der Giemsa-Gebrauchslösung an. Nach erneutem Spülen und 
Trocknen standen die Präparate einer mikroskopischen Beurteilung zur Verfügung.  
 
2.5.2 CBG-Färbung 
Die C-Banden-Technik (C-Banding using Giemsa) erlaubt die Anfärbung des zentromernahen He-
terochromatins aller Chromosomen (Arrighi und Hsu, 1971), besonders deutlich wird dies am peri-
zentrischen Heterochromatinblock der Chromosomen 1, 9, 16 sowie am distalen Heterochromatin-
block des Y-Chromosoms.  
Eingesetzt wird diese Färbung zur Abklärung perizentrischer Inversionen, Polymorphismen der 
Heterochromatinregionen, bei Vorliegen von kleinen Markerchromosomen und bei Verdacht auf 
Vorliegen eines dizentrischen Chromosoms.  
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Gealterte Präparate wurden bei RT für 1 h in eine 0,2 M HCl-Lösung gestellt. Nach dem Spülen mit 
Aqua dest. erfolgte eine Inkubation für 7 min in einer 5 % Bariumhydroxid-Lösung. Der entstan-
dene weiße Niederschlag auf den OTs wurde durch gründliches Spülen entfernt. Anschließend 
erfolgte eine Inkubation der OTs für 1 h in 2x SSC bei 60 °C in einem Wasserbad. Nach erneutem 
Spülen und Trocknen wurden die OTs für 12 - 15 min in einer Giemsalösung gefärbt und standen 
danach der mikroskopischen Beurteilung zur Verfügung.  
 
2.5.3 NOR-Färbung 
Mit der NOR-Technik ist es möglich, die Nukleolus-organisierenden-Regionen, die in den akrozen-
trischen Chromosomen, also Chromosomen 13 - 15, 21 und 22, zu finden sind, darzustellen 
(Bloom und Goodpasture, 1976). Verschiedene Proteine des Nukleolus, z. B. das Nukleolin, rea-
gieren dabei präferentiell mit Silbernitrat und werden dadurch angefärbt.  
Diese Färbetechnik wird eingesetzt, um Satellitenassoziationen sichtbar zu machen, beim Nach-
weis Robertsonscher Translokationen und beim Vorliegen kleiner Markerchromosomen.  
Zur Färbung wurden 2 Tropfen des Colloidalentwicklers und 4 Tropfen der Silbernitratlösung ge-
mischt, auf den OT gegeben, mit einem Deckglas abgedeckt und für 2 min auf der Heizplatte bei 
70 °C inkubiert. Nach einer Spülung erfolgte das Gegenfärben mit einer 10 % Giemsa-Lösung für 
ca. 3 - 5 s. Eine mikroskopische Beurteilung schloß sich an. 
 
 
2.6 Molekularzytogenetische Techniken 
2.6.1 DNA-Fällung der Sonden 
Verwendete Reagenzien: 
3 M Natriumacetat  
 24,6 g Natriumacetat (CH3COONa, wasserfrei) (Sigma)  
 add 100 ml Aqua dest. 
  pH 5,2 mit Eisessig (Merck) einstellen 
 
Dextransulfat (DS) (= Hybridisierungspuffer) 
 2 g Dextransulfat (Sigma) 
 2 ml 20x SSC (Gibco) 
 2 ml 0,5 M Natriumphosphat (Na3PO4 x 12 H2O) (Merck) 
 5 ml deionisiertes Formamid (ICN Biomedicals) 
 add 10 ml mit Aqua dest.  
 → bei 70 °C lösen (ca. 3 h) 
 
Nach der Markierungs-PCR bzw. Nick-Translation erfolgte die Fällung der DNA-Sonden.  
Die E. coli-tRNA (Roche) wirkte dabei als Träger-DNA. Je nach Fragestellung wurden markierte 
Einzelbanken gefällt, für die Herstellung der Multicolor-Banding-Sondenmixe wurden aber auch 
mehrere Einzelbanken zusammen in einem Ansatz gefällt. Gleiches traf für die Herstellung von M-
FISH-Sondensets und Sub-Zentromer-Sets zu.  
 
Bei kleinen Voluminas hat es sich als günstig erwiesen, das Volumen des Ansatzes durch Zugabe 
von Aqua dest. vor der Fällung zu erhöhen. Die markierten DNA-Sonden wurden mit 100 µg tRNA, 
3 M Natriumacetat (dabei wurde die 0,1 fache Menge des Gesamtvolumens eingesetzt) und 2,5 
Volumina EtOHabs versetzt und für mindestens 15 min bei -70 bis -80 °C gefällt. Anschließend 
zentrifugierten die Proben 15 min bei mindestens 10000 U/min und 4 °C. Bei einigen Sonden 
wurde das Pellet anschließend mit 70 % Ethanol gewaschen, nochmals zentrifugiert, und nach 
dem vorsichtigen Abpipettieren des Überstandes erfolgte die Trocknung in einer Vakuum Zentri-
fuge (Speed Vac, Savant) oder bei 60 °C im Trockenschrank (Hereus). 
Das Pellet wurde danach in 25 - 45 µl DS (abhängig von Art der Sonde) resuspendiert. 
Die markierten DNA-Sonden lagerten bei -20 °C. 
 
Die markierten Banken (Tumor-DNA bzw. „pathologische“ DNA und Normal-DNA), die in der CGH-
Analyse verwendet wurden, wurden zusammen in einem Ansatz gefällt und somit komplett für eine 
Hybridisierung eingesetzt. Um ein vollständiges Abblocken repetitiver Sequenzen zu erzielen, war 
die Zugabe von 50 – 100 µl COT-1-DNA (Roche) notwendig; dabei konnte auf die Zugabe von 
tRNA als Träger-DNA verzichtet werden. Das Pellet wurde dann mit 12 µl DS resuspendiert. 
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2.6.2 Lösungen und verwendete Detektionssysteme 
20x SSC (Gibco) 
 enthät 3,0 M Natriumchlorid + 0,3 M Natriumcitrat 
 
2x SSC 
 100 ml 20x SSC 
 add 1 l Aqua dest. 
  pH 7,0 mit 1 N HCl einstellen 
 
4x SSCT 
 200 ml 20x SSC 
 add 1 l Aqua dest. 
 + 250 µl Tween 20 (Polyoxyethylensorbitan Monolaurat, Sigma) = 0,05 % 
  pH 7,0 mit 1 N HCl einstellen 
 
SSCTM 
 0,25 g fettfreie Trockenmilch (Marvel) in 5 ml 4x SSCT lösen 
 bei 1500 U/min zentrifugieren  
 oberste Schicht entfernen (enthält noch ungelöste Milchpartikel) 
 
1x PBS 
 9,55 g/l PBS Dulbecco (Biochrom AG) 
 in Aqua dest. 
 
RNaseA-Lösung (Roche) 
 10 mg RNase in 1 ml 2x SSC lösen 
 → Lösung erfolgte bei 100 °C für 10 min 
 
Formaldehydlösung (ROTH) 
 Rotipuran ≥ 37 % 
 Verdünnung mit 1x PBS (3 + 100) 
 
Pepsin-Lösung 
 10 mM Salzsäure (HCl) 
 → 95 ml Aqua dest. + 5 ml 0,2 n HCl bei 37 °C vorwärmen 
 500 µl Pepsin-Stocklösung (20 mg/ml in Aqua dest.) (Sigma) zugeben 
 
Postfixations-Lösung 
 1 % Paraformaldehyd-Lösung gelöst in 1x PBS mit 50 mM MgCl2 
 → 500 µl Paraformaldehyd + 450 µl 1x PBS + 50 µl MgCl2 
 
50 %ige Formamidlösung 
 500 ml Formamid (Merck) 
 100 ml 20x SSC 
 add 1 l Aqua dest. 
  pH 7,0 mit 1 N HCl einstellen 
 
70 %ige Formamid-Denaturierungslösung 
 70 ml Formamid (Merck) 
 10 ml 20x SSC 
 add 100 ml Aqua dest. 
  pH 7,0 mit 1 N HCl einstellen 
 
COT-1-DNA (100 µg) 
 25 µl COT-1-DNA (1 mg/ml) (Roche) mit doppeltem Volumen EtOHabs versetzen,  
 vollständig eintrocknen (Speed Vac, Savant) und bei -20 °C lagern 
 → analog wurden 2, 5 bzw. 10 µg COT-1-DNA aliquotiert 
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DAPI/Antifade 
 0,2 - 0,25 % 4’,6-Diamidino-2-Phenylindol (DAPI) (Stocklösung: 50 µg/ml) (Sigma) 
 mit Vectashield Mounting Medium (Vector Laboratories) ansetzen  
 → bei 4 °C lichtgeschützt lagern 
 
Detektionssysteme 
Die lyophilisierten, an Antikörper gekoppelten Fluorochrome wurden nach Vorschrift des Herstel-
lers gelöst. 
Zur Herstellung der Gebrauchslösung erfolgte eine Verdünnung der Antikörper mit SSCTM. Für 
jeden Detektionsschritt wurden pro OT 50 - 100 µl Antikörperlösung berechnet. Die Inkubationszeit 
der Antikörper lag jeweils zwischen 30 – 45 min.  
 
Der Nachweis von Biotin-16-dUTP-markierten Proben bzw. Sonden ist mit folgenden Antikörpern 
möglich: 
• Avidin-Fluorescein-Isothiocyanat (Avidin-FITC) (Vector Laboratories)   1:500 
 [alternativ kann auch Streptavidin-FITC (Vector Laboratories) verwendet werden] 
 (in einem 2. und 3. Schritt kann eine Verstärkung des Signals erzielt werden) 
 → anti-Avidin-biotinyliert (Vector Laboratories)     1:100 
 → Avidin-FITC         1:500 
• FluoroLinkCy5-labelled-streptavidin (Amersham)     1:100 
 (in einem 2. und 3. Schritt kann eine Verstärkung des Signals erzielt werden) 
 → biotinyliertes-anti-Avidin-D (in Ziege) (Vector Laboratories)   1:100 
 → FluoroLinkCy5-labelled-streptavidin      1:100 
 
Der Nachweis von Digoxigenin-11-dUTP-markierten Proben bzw. Sonden ist mit folgenden Anti-
körpern möglich: 
• anti-Digoxigenin-Cy3 (Dianova)       1:250 
• anti-Digoxigenin-Rhodamin (Roche)       1:10 
• anti-Digoxigenin-Cy5.5         1:10 
[dabei wurde anti-Digoxigenin (100µg, monoklonaler Antikörper, Roche) mit Cy5.5  
(FluoroLink Mab Cy5.5 labelling kit, Amersham) gekoppelt und über eine Säule aufgereinigt] 
 (in einem 2. und 3. Schritt kann eine Verstärkung des Signals erzielt werden) 
 → anti-Maus-Digoxigenin (Sheep anti-mouse Ig-Digoxigenin, Chemicon) 1:10 
 → anti-Digoxigenin-Cy5.5        1:10 
 
2.6.3 Hybridisierung 
2.6.3.1 Objektträger-Vorbehandlung und Denaturierung 
Bei allen Hybridisierungen war es wichtig, möglichst plasmafreie Präparate einzusetzen. Die 
Chromosomen sind vom Plasma netzförmig umgeben und verhindern so den Zutritt von DNA-
Sonde an die chromosomale DNA. Gleichzeitig führt es zu einer stärkeren Hintergrundfärbung. 
Durch die Behandlung mit Protein-verdauenden Enzymen (Proteinase-K, Trypsin, Pepsin) kann 
das Plasma von Zellen durchlässiger gemacht werden. Dabei muß beachtet werden, daß starke 
Protein-zerstörende Behandlungen auch die Zerstörung der Chromosomenmorphologie und ein 
Ablösen der Chromosomen vom OT nach sich ziehen können. Zur Stabilisierung der Chromoso-
men wird deshalb eine Nachbehandlung mit Paraformaldehyd durchgeführt. 
 
Chromosomenpräparation humaner Zellen 
Die unter 2.1.2 beschriebenen Chromosomenpräparationen wurden zuerst einer Pepsin-Vorbe-
handlung unterzogen. 
Die Pepsin-Lösung wurde bei 37 °C vorgewärmt und die OTs inkubierten 5 min bei dieser Tempe-
ratur. Danach wurden die OTs einmal 5 min in 1x PBS bei RT gewaschen. Eine Überschichtung 
der Präparate erfolgte mit 100 µl Postfixations-Lösung, und eine Inkubation 10 min bei RT schloß 
sich an. Nun erfolgte wiederum ein Waschschritt in 1x PBS, und die OTs wurden über eine aufstei-
gende Alkoholreihe (70 % EtOH → 95 % EtOH → EtOHabs) je 3 min dehydriert. 
 
Bei der Hybridisierung muß die chromosomale DNA in Einzelsträngen vorliegen. Um die Chromo-
somenmorphologie weitgehend zu erhalten, wird die Denaturierung der OTs in einer Formamidlö-
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sung durchgeführt. Formamid bewirkt eine Verringerung der Stabilität der DNA-Doppelstränge und 
die Denaturierungstemperatur kann entsprechend vermindert werden.  
Die Denaturierung erfolgte mit 70 %igem Formamid. Dabei wurden 100 µl dieser Lösung auf den 
OT pipettiert, der mit einem Deckglas (24 x 60 mm) abgedeckt wurde. Auf einer Heizplatte erfolgte 
eine Inkubation des OT für 3 min bei 73 - 74 °C. Anschließend wurde der OT sofort für 3 min in 70 
%igen EtOH (-20 °C) gestellt. Eine weitere Dehydrierung erfolgte in 95 % EtOH und EtOHabs (je 3 
min bei RT).  
Die auf diese Weise vorbehandelten und getrockneten OTs sollten nicht länger als 2 h vor dem 
Auftragen der DNA-Sonde lagern.  
 
Chromosomenpräparation der Primaten-Zellinien 
Vor dem Pepsinverdau wurde hier noch eine RNase-Behandlung durchgeführt (Liehr et al., 1995). 
Die RNase ist eine Pyrimidin-spezifische-Endoribonuklease und somit in der Lage, Einzelstrang-
RNA abzubauen. Die OTs wurden für 3 min in eine Küvette mit 2x SSC gestellt, anschließend 
wurde die RNase-Verdünnung (0,5 µl RNase auf 100 µl 2x SSC) auf den OT pipettiert. Die Inkuba-
tion erfolgte für 10 min bei 37 °C. Es schloß sich eine zweimalige Waschung für je 2 min in 2x SSC 
und für 2 min in 1x PBS an.  
Der Pepsinverdau wurde daran anschließend durchgeführt, allerdings wurden nur 12,5 µl der Pep-
sinstocklösung in eine 100 ml HCl-Lösung (auf 37 °C temperiert) gegeben. Die Inkubation in der 
Pepsinlösung betrug 2 min, ein Waschschritt für 2 min in 1x PBS schloß sich an. Eine anschlie-
ßende Fixierung wurde mit der verdünnten Formaldehydlösung für 10 min durchgeführt. Eine Wa-
schung für 3 min in 1x PBS folgte. Die OTs wurden über eine aufsteigende Alkoholreihe (70 % 
EtOH → 95 % EtOH → EtOHabs) je 3 min dehydriert. 
Die Denaturierung der OTs wurde analog, wie für humane Zellen beschrieben, durchgeführt. 
 
2.6.3.2 Präparation und Denaturierung der DNA-Sonden 
Für die Hybridisierung war es notwendig, daß sowohl die chromosomale, als auch die DNA-Son-
den einzelsträngig vorlagen (siehe Abb. 1.2: Schema zur FISH).  
Die Denaturierung der DNA-Sonden erfolgte ebenfalls durch Einwirkung des organischen Lö-
sungsmittels Formamid, das die thermische Stabilität der doppelsträngigen DNA reduzierte. Die 
Denaturierung konnte somit bei niedrigerer Temperatur erfolgen. Formamid war in unterschiedli-
chen Konzentrationen sowohl im selbst hergestellten Hybridisierungspuffer (DS) als auch bei den 
kommerziell vertriebenen Puffern enthalten, so daß die Denturierungsprotokolle vom Sondenher-
steller modifiziert und angegeben wurden. Im folgenden wurden deshalb die Protokolle in tabellari-
scher Form zusammengefaßt (siehe Tabelle 2.5).  
Um die Signalspezifität der Hybridisierung zu erhöhen, war es erforderlich, die innerhalb der DNA 
vorkommenden repetitiven Sequenzen abzublocken. Hochrepetitive DNA-Abschnitte bestehen aus 
hintereinandergeschalteten relativ kurzen Nukleotidsequenzen, die vorallem in den Zentromeren 
und zentromernahen Bereichen sowie an den Enden (Telomere) der Chromosomen vorkommen. 
Diese Sequenzen spielen vermutlich eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der Chromosomen-
Struktur (Knippers, 2001). Ein Absättigen dieser repetitiven Sequenzen erfolgte durch Zugabe von 
COT-1-DNA, eine Fraktion genomischer DNA, in welcher hochrepetitive Sequenzen (Alu-I-Linie, 
Kpu-I-Linie) durch eine bestimmte Aufarbeitung angereichert sind (Strachan und Read, 1996).  
 
Die in der Tabelle 2.5 angegebenen Mengen beziehen sich jeweils auf ein Hybridisierungsareal 
von 24 x 24 mm (entspricht einem halben OT).  
 
Bei den GGO- und HLA-OTs wurde prinzipiell die doppelte Menge an DNA-Sonden eingesetzt, 
indem auf eine Verdünnung der Sonden mit DS verzichtet wurde.  
Ein paralleler Hybridisierungsansatz von OTs mit humanen Metaphasen und von GGO- bzw. HLA-
Metaphasen erfolgte, um eine größtmögliche Identität der Hybridisierungs- und Waschbedingun-
gen zu gewährleisten.  
 
Die Denaturierung der Sonden erfolgte jeweils im Thermocycler, je nach Sondentyp standen unter-
schiedliche Programme zur Verfügung. 
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Tabelle 2.5 
Präparation und Denaturierung der unterschiedlichen DNA-Sonden 
 
Sonden Firma Präparation der Sonden Denaturierung der Sonden 
- MCB  






   4 µl Sonde bzw.  
          Sonden-Mix 
+ 6 µl DS 
auf 5 – 10 µg COT-1-DNA  
 
Hybridisierung von 2 
Sonden in einem Ansatz:  
je 4 µl Sonde + 2 µl DS 
5 min bei 72 °C  
2 min bei 4 °C 
30 min bei 37 °C 
= Programm: Prehyb 
- M-FISH selbstmarkierte 
Sonden 
   4 µl Sonde 
+ 6 µl DS 
auf 25 µg COT-1-DNA 
Programm: Prehyb 
- Micro-CGH selbstmarkierte 
Sonden 
  12 µl Sonde  
(enthielt bereits COT-1) 
Programm: Prehyb 
- subcen- 





   4 µl Sonde(-nmix)  
+ 2 µl DS auf 10 µg COT-1 
 
 
   1 µl CEP–Sonde  
         (VYSIS/ABBOTT) 
+ 1 µl Aqua dest. 






      5 min bei 72 °C  
anschließend  4 °C 
Programm: Direkt  
 
vor dem Auftragen beide Ansätze 
vereinigen 
- cenM- 
  FISH 
selbstmarkierte 
Sonden 
5 µl DS in Ansatz 1 
     (= Midi 12, enthielt  




5 µl DS in Ansatz 2 
     (= markierte cep-Sonden, 
      ohne COT-1-DNA) 
Ansatz 1: 
5 min bei 72 °C  
2min bei 4 °C 
10 min bei 37 °C 





vor dem Auftragen beide Ansätze 
vereinigen 
- acrocenM- 
  FISH 
selbstmarkierte 
Sonden 
5 µl DS in Ansatz 1 
     (= midi 54, enthielt  
      bereits COT-1-DNA) 
 
5 µl DS in Ansatz 2 
     (= markierte cep- und 
     NOR-Sonden,  
















   1 µl LSI Sonde  
+ 2 µl Wasser  
+ 7 µl LSI-Puffer 
Programm: Direkt 
- CEP Vysis/ 
ABBOTT 
   1 µl CEP Sonde  
+ 2 µl Wasser  
+ 7 µl CEP-Puffer 
Programm: Direkt 
- Aneuvision 
  (LSI und CEP 
   für UFW) 
Vysis/ 
ABBOTT 
8 µl Sonde entnehmen keine Denaturierung 
 
Sonde direkt auf OT pipettieren 
- CEP Q-BIOgene    2 µl Sonde  
+ 8 µl Hybritpuffer 
Programm: Direkt 
- subtel 
  + CEP 
Q-BIOgene       2 µl subtel-Sonde  
+ 1-2 µl CEP–Sonde  
+    7 µl Hybritpuffer 
Programm: Direkt 
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2.6.3.3 Aufbringen der DNA-Sonden auf den Objektträger 
Nach erfolgter Denaturierung der DNA-Sonden wurden diese auf den denaturierten OT pipettiert; 
entsprechend der Menge an DNA-Sonden wurde das Hybridisierungsareal mit einem Deckglas (in 
der Regel 24 x 24 mm) luftblasenfrei abgedeckt. Eine Abdichtung der Ränder mit Fixogum (Rupper 
Cement, Marabu) schloß sich an.  
Die Hybridisierungen erfolgten für 12 - 72 h bei 37 °C in einer feuchten Kammer (siehe Tab. 2.6). 
 
2.6.4 Detektion 
Die Wasch- und nachfolgenden Detektionsschritte waren abhängig von den eingesetzten DNA-
Sonden und wurden ebenfalls tabellarisch (siehe Tab. 2.6) zusammengestellt.  
Zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen erfolgte in einigen Hybridisierungen nach der 
Waschung erst ein Blocken mit Trockenmilch (SSCTM) für ca. 15 min bei 37 °C; anschließend 
wurde der OT kurz in 4x SSCT (bei RT) gespült.  
Die in dieser Arbeit eingesetzten Detektionssysteme wurden bereits unter 2.6.2. beschrieben.  
Nach Inkubation der jeweiligen Antikörper erfolgte eine Waschung der OTs 2 – 3 x für je 5 min in 
4x SSCT auf einem Schüttler. Nach dem letzten Detektionsschritt schloß sich eine Waschung in 1x 
PBS für 5 min an. Anschließend wurden die OTs entweder in einer aufsteigenden Alkoholreihe 
dehydriert oder für kurze Zeit in Aqua dest. gestellt, möglichst schnell getrocknet und abschließend 
mit DAPI/Antifade (ca. 20 µl) unter Verwendung eines Deckglases (24 x 60 mm) eingedeckt.  
 
2.6.5 Auswertung 
Die Präparate wurden an einem Axioplan 2 Mikroskop mit einem 6-Filterrad (Zeiss, Jena) in Kom-
bination mit einer IMAC-CCD-Videokamera mit On-chip-Integration (Compulog, Böblingen) aufge-
nommen. Die Filterblöcke waren austauschbar und so war, entsprechend der eingesetzten Fluoro-
chrome, wahlweise die Aufnahme von FITC, SG, SO, TR, Cy3, Cy5, Cy5.5, SA, DEAC und DAPI 
möglich. 
Für die Auswertung und Dokumentation der Bilder stand die ISIS-Software (MetaSystems, Altluss-
heim) zur Verfügung. Den Grauwerten der unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffe wurde vom 
Programm eine bestimmte Farbe zugeordnet. Diese Einzelbilder wurden in verschiedenen Kanälen 
gespeichert und konnten somit einzeln bearbeitet werden. Das Programm enthielt unter anderem 
die Möglichkeit, Karyogramme zu erstellen, die Einzelbilder der 6 Farbkanäle in einem Mischbild zu 
überlagern und Falschfarben entsprechend den Fluorochromkombinationen darzustellen (siehe 
Handbuch zum ISIS-Programm). Eine Zuordnung von Falschfarben war sowohl bei M-FISH- als 
auch bei MCB-Auswertungen erwünscht.  
Das Erstellen von Farbklassifikatoren (= Falschfarb-Dateien) war für jeden einzelnen MCB-Mix 
notwendig; dabei wurden entlang des Chromosoms entsprechend den unterschiedlichen Fluoro-
chromkombinationen bestimmte „künstliche“ Farben (= Falschfarben) zugeordnet. Die Anzahl der 
zu verteilenden Falschfarben konnte vor Erstellen des Farbklassifikators, abhängig von der Soft-
ware-Version, innerhalb bestimmter Zahlenwerte frei gewählt werden (siehe Handbuch zum ISIS-
Programm).  
Die Falschfarb-Dateien wurden an Hybridisierungsbildern normaler Metaphaseplatten mit einer 
Auflösung von ≥ 400 Banden pro haploiden Chromosomensatz erstellt. Als geeignet wurde ein 
Farb-Klassifikator befunden, wenn die Reproduzierbarkeit der Falschfarben an mindestens 5 weite-
ren Chromosomenpaaren ohne Aberrationen gewährleistet war. Dabei konnten nur die Aufnahmen 
miteinander verglichen werden, die nach Hybridisierung mit identischen Sonden-Mixen und glei-
chen Hybridisierungsbedingungen aufgenommen wurden. Bei einzelnen Analysen chromosomaler 
Aberrationen war es notwendig, die Anzahl der Falschfarb-Banden zu verändern. Sogenannte Fall-
spezifische-Farb-Klassifikatoren wurden erstellt.  
Es hat sich insgesamt als günstig herausgestellt, bei Auswertung der MCB-Bilder sowohl die 
Falschfarben als auch die Fluorochrom-Profilkurven zu beurteilen.  
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Tabelle 2.6 
Hybridisierungszeiten, Wasch- und Detektionsprotokolle der unterschiedlichen Sonden 
 





- wcp / pcp 
 
16 h 2 min/65 - 68 °C in 0,4x SSC 
1 min/RT in 4x SSCT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- YAC 
- BAC 
24 - 48 h 3x 5 min/42 °C in 50 % FA  
3x 5 min/42 °C in 2x SSC  
kurz in 4x SSCTM/RT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- MCB 
 
16 - 24 h 3x 5 min/42 °C in 50 % FA  
3x 5 min/42 °C in 2x SSC  
kurz in 4x SSCT/RT 
alternativ: 
5 min/65 - 67 °C in 1x SSC 
5 min/RT in 4x SSCT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- M-FISH 24 - 48 h 3x 5 min/42 °C in 50 % FA  
3x 5 min/42 °C in 2x SSC  
kurz in 4x SSCT/RT 
alternativ: 
5 min/65 – 67 °C in 1x SSC 
5 min/RT in 4x SSCT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- Micro-CGH 48 - 72 h 3x 5 min/42 °C in 50 % FA  
3x 5 min/42 °C in 2x SSC  
kurz in 4x SSCT/RT 
alternativ: 
5 min/65 - 67 °C in 1x SSC 
5min/RT in 4x SSCT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- subcen- 
  Mix 
- subtel 
16 h 3x 5 min/42 °C in 50 % FA  
3x 5 min/42 °C in 2x SSC  
kurz in 4x SSCT/RT 
- Blocken  
- Detektion: 30 - 40min  
- cenM- 
  FISH 
- acrocenM- 




12 - 16 h 2 min/68 - 70 °C in 0,4x SSC 
1 min/RT in 4x SSCT 
- ohne Blocken 





12 - 16 h 2 min/56 °C in 0,4x SSC 
1 min/RT in 4x SSCT 
- keine Detektion  
  erforderlich 
- CEP Vysis/ 
ABBOTT 
12 - 16 h 2 min/68 °C in 0,4x SSC 
1min/RT in 4x SSCT 
- keine Detektion  
  erforderlich 
- CEP 
- subtel 
  + CEP 
Q-BIO-
gene 
12 - 16 h 2 min/65 - 68 °C in 0,4x SSC 
1min/RT in 4x SSCT 
- keine Detektion  
  erforderlich 
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3 Ergebnisse 
3.1 Etablierung neuer molekularzytogenetischer Techniken 
Die Charakterisierung konstitutioneller und erworbener Karyotypveränderungen und Aus-
sagen zu den involvierten Bruchpunkten sind mit konventionellen Bänderungstechniken 
bisher in vielen Fällen nicht mit ausreichend hoher Auflösung möglich. Aus diesem Grund 
wurden in dieser Arbeit zunächst neue molekularzytogenetische Ansätze bzw. Sonden-
mixe entwickelt, durch die eine genom-umspannende DNA-basierende Bänderung der 
Chromosomen erreicht werden sollte.  
 
Am Institut für Humangenetik und Anthropologie, Jena, wurde das Multicolor-Banding 
(MCB), das auf überlappenden regionspezifischen Mikrosezierungsbanken basiert, am 
Beispiel von Chromosom 5 entwickelt (Chudoba et al., 1999). Nach der Markierung der 7 
Mikrosezierungs-Banken mit 5 unterschiedlichen Fluorochromen erfolgte die Hybridisie-
rung des Sondenmixes auf Metaphasechromosomen, und die Aufnahme mit einer spezi-
ellen Software (ISIS, MetaSystems, Altlussheim) schloß sich an. Die Fluoreszenz-Inten-
sitätsprofile entlang der jeweiligen Chromosomen wurden mittels der ISIS-Software in 
Falschfarben übersetzt, dadurch war eine Beurteilung der Chromosomen möglich. 
Diese „Farb-Bänderung“ erlaubt eine Charakterisierung von chromosomalen Aberrationen 
mit einer hohen Reproduzierbarkeit – weitgehend unabhängig vom Kondensationszustand 
der Chromosomen. Somit ist die Methode der Multicolor-Bänderung prinzipiell geeignet, 
nach GTG-Bänderung nicht näher beschreibbare Aberrationen bezüglich der chromoso-
malen Bruchpunkte aufzuklären und zu charakterisieren, sowie bisher kryptische chromo-
somale Rearrangements zu identifizieren. 
 
Eine gedankliche Weiterentwicklung der Multicolor-Bänderung war ein MCB auf der Basis 
von lokusspezifischen Sonden (z. B. YAC- oder BAC-Sonden), die zu einem YAC/BAC-
basierenden MCB-Mix zusammengestellt werden sollten. Durch Einsatz von lokusspezifi-
schen Sonden wurde eine Charakterisierung chromosomaler Bruchpunkte mit einer noch 
höheren Auflösung erwartet, da diese Sonden wesentlich kleinere DNA-Abschnitte, vergli-
chen mit Mikrosezierungsbanken, markieren. Weiterhin war theoretisch durch Einsatz 
lokusspezifischer Sonden eine Charakterisierung der Bruchpunkte durch Bruchpunkt-
überspannende Klone gegeben.  
 
3.1.1 Multicolor-Bänderung der Chromosomen 2, 13 und 22 mit einem auf YAC- 
und BAC-Banken basierendem Sondenmix (YAC/BAC-MCB) 
Mittels lokusspezifischer YAC und/oder BAC-Sonden wurden exemplarisch MCB-Son-
denmixe für die menschlichen Chromosomen 2 (großes Chromosom), 13 (mittelgroßes, 
akrozentrisches Chromosom) und 22 (kleines akrozentrisches Chromosom) entwickelt.  
Die hierzu verwendeten Sonden für die Chromosomen 2 und 22 sind bei Liehr et al., 
2002a zusammengestellt, die YAC-Sonden für Chromosom 13 sind im Kapitel 2 dieser 
Arbeit (Material und Methoden) in Tabelle 2.1 aufgelistet.  
Am Beispiel von Chromosom 13 wird im folgenden die Strategie und dazu notwendigen 
Arbeitsschritte zur Etablierung des YAC/BAC-MCB erläutert (Liehr et al., 2002a).  
Die Etablierung des Sondenmixes für Chromosom 13 war Teil der vorliegenden Arbeit. 
Die Chromosomen 2 und 22 wurden parallel von A. Weise und H. Starke bearbeitet.  
82 YAC-Banken wurden entsprechend ihrer molekulargenetisch kartierten Position zu 5 
DNA-Pools zusammengefaßt (Tab. 8.1 im Anhang, Abb. 3.1). Es sollte durch Anpassung 
der DNA-Konzentrationen der eingesetzten Sonden eine Gaußsche Verteilung (Abb. 3.1 
A) der resultierenden Profile mit entsprechenden Überlappungsbereichen erzielt werden, 
d. h., die Sonden, die in der Mitte des Profiles liegen, wurden in einer höheren Konzentra-
tion zur Markierung eingesetzt, die Sonden in den Randbereichen hingegen in einer nied-
rigeren Konzentration. Nach der Hybridisierung stellte sich heraus, daß die molekularge-
netische Kartierung der YAC-Banken nicht mit der molekularzytogenetischen Lokalisation 
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übereinstimmte (Abb. 3.1 B). Deshalb war es erforderlich, alle Sonden in Einzelhybridisie-
rungen auf Metaphasechromosomen nachzukartieren. Die durch eine erneute Hybridisie-
rung erzielten Ergebnisse waren allerdings nicht zufriedenstellend, wie in Abb. 3.1 C in 
den ungleichmäßigen Profilkurven zu erkennen ist.  
Da das YAC-MCB eine zu inhomogene Färbung der einzelnen Chromosomenregionen 
produzierte, wurde überprüft, inwieweit eine Abdeckung des gesamten Chromosoms 
durch die zur Verfügung stehenden YAC-Banken überhaupt gegeben ist. Es stellte sich 
nach Hybridisierung aller verwendeter lokusspezifischer Sonden in einem Ansatz heraus, 
daß nur eine unvollständige Abdeckung des Chromosoms 13 erzielt werden konnte (Abb. 
3.1 D). So waren weder lokusspezifische Sonden für die kurzen Arme der akrozentrischen 
Chromosomen verfügbar, noch gab es YAC oder BAC-Sonden für die zentromernahe 
Region des Chromosoms 13. Im langen Arm des Chromosoms 13 lagen 5 zusätzliche 
Regionen vor, die durch die eingesetzten Klone nur ungenügend abgedeckt wurden: 




Abb. 3.1  
Entwicklungsschritte des YAC/BAC-MCB für Chromosom 13 
(A) Ideal-Profile, die einer annähernd Gaußschen Verteilung entsprechen und aus 5 überlappen-
den DNA-Pools bestehen, sind skizziert. (B) Nach der ersten Hybridisierung der YAC-Klone (ent-
sprechend ihrer genetischen Kartierung in 5 DNA-Pools markiert) wurden ungleichmäßige Profil-
kurven erhalten. (C) Nach erfolgter molekularzytogenetischer Kartierung der Einzel-YAC-Sonden 
wurden die YAC-Klone erneut in 5 DNA-Pools zusammengestellt und markiert. Hier sind die resul-
tierenden Fluoreszenzprofile und die Falschfarben dargestellt. (D) Alle lokusspezifischen Sonden 
wurden in einem Ansatz markiert und hybridisiert (Fluoreszenzsignale sind in grün dargestellt). Die 
Pfeile kennzeichnen die nur unvollständig abgedeckten Bereiche auf dem Chromosom.  
 
Damit auch in diesen Bereichen eine Abdeckung und somit Falschfarbzuordnung ermög-
licht werden konnte, wurde ein neuer Ansatz gewählt. Es erfolgte die Zusammenstellung 
der verfügbaren YAC-Banken zu 7 regionspezifischen DNA-Pools (Tab. 8.2 im Anhang, 
Abb. 3.2). Dabei wurde gleichzeitig noch eine wcp-Sonde für Chromosom 13 eingesetzt, 
um die durch die YAC-Pools nicht gefärbten Regionen abzudecken. Mit diesem Ansatz 
konnten 18 Falschfarbbanden erzielt werden, 8 davon waren jeweils zweimal vorhanden, 
und es ließ sich nur eine sehr unregelmäßige Bandenabfolge erzielen (Abb. 3.2).  
Daraufhin wurde eine dritte Sondenkombination getestet. Die verfügbaren YAC-Banken 
wurden zu 6 DNA-Pools zusammengefaßt und markiert (Tab. 8.3 im Anhang), weiterhin 
wurde eine wcp13-Sonde sowie eine spezifische Mikrosezierungssonde für die kurzen 
Arme aller akrozentrischen Chromosomen (midi54) und eine weitere Mikrosezierungs-
sonde für die chromosomale Region 13q14 - 21 eingesetzt (Abb. 3.3 A). Dadurch konnten 
die Lücken auf dem Chromosom, die sich nicht komplett durch die YAC-Sonden 
abdecken ließen, schließen und es war möglich, 13 klar erkennbare und regelmäßige 
Falschfarbbanden darzustellen (Abb. 3.3 B).  
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Abb. 3.3  
Optimiertes MCB für 
Chromosom 13 aus YAC- 
und Mikrosezierungs-
banken und aufgeklärte 
Struktur und Lokalisation 




schema und  die Fluores-
zenzprofile sind dargestellt. 
(B) Diese YAC-MCB-
Sondenkombination wurde 
zusammen mit einer wcp-
Sonde für #21 im Fall 12 
hybridisiert. Nach dem 
Einsatz der Falschfarbfunk- 
tion für #13 ergaben sich  
auch für #21 Falschfarben, da neben der wcp-Sonde auch die midi 54 im p-Arm hybridisiert. Die 
Bruchpunkte für Chromosom 13 sind durch Pfeilspitzen markiert und die Falschfarben für 









Ein MCB-Sondenmix basierend ausschließlich auf YAC und/oder BAC-Sonden erbrachte 
nicht die im Vorfeld erhofften Vorteile. Regelmäßige und reproduzierbare Falschfarben 
konnten erst nach dem kombinierten Einsatz von YAC-Pools und Mikrosezierungsbanken 
erzielt werden.  
Ähnliche Ergebnisse mit dem YAC/BAC-MCB wurden parallel für Chromosomen 2 und 22 
erzielt (siehe Liehr et al., 2002a). 
 
Das neu etablierte, auf YAC- und Mikrosezierungssonden basierende MCB für Chromo-
som 13 wurde auf Metaphaseplatten mit tumorspezifischen und konstitutionellen Aberra-
tionen hybridisiert (Tab. 8.4 im Anhang).  
Exemplarisch werden hier die Fälle 3 und 12 näher beschrieben. 
Im Fall 3 wurden Lymphozyten bei einem Neugeborenen mit auffälliger Klinik untersucht. 
Es wurde eine Translokation der Chromosomen 5 und 13 nach GTG-Bänderung nachge-
wiesen. Eine Überprüfung der Bruchpunkte erfolgte in einer kombinierten Hybridisierung 
der YAC-MCB #13-Sonde mit dem MCB für Chromosom 5 (Abb. 3.4). Die nach konven-
tioneller Bänderung beschriebenen Bruchpunkte konnten nach Einsatz der MCB-Sonden 
bestätigt werden.  
 
Abb. 3.2  
Verbessertes YAC-MCB für Chromosom 13 durch 
Zusatz einer wcp #13-Sonde 
7 YAC-Pools wurden entsprechend dem Schema (links 
im Bild) markiert, die Fluoreszenzprofile (mitte) und die 
Falschfarben (rechts) sind dargestellt. 




Im Fall 12 wurden Knochenmarkzellen einer Patientin mit einer AML M1 untersucht. Nach 
GTG-Bänderung wurde neben einer Translokation t(3;6), einem verkürzten Chromosom 5, 
einer Monosomie für die Chromosomen 7, 13, 16 und 21 noch ein Ringchromosom nach-
gewiesen. Nach Hybridisierung des YAC-MCB für Chromosom 13 und einer wcp-Sonde 
für Chromosom 21 kann das Ringchromosom wie folgt beschrieben werden:  
ish der(21;21)r(13;21;21)(::13q14.2→13q33.3::21p11→21q22.3::21p11→21q22.?2::)  
(Abb. 3.3 B). Die Lokalisation des proximalen und distalen Bruchpunktes im Chromosom 
13 wurde durch den weiteren Einsatz von lokusspezifischen Sonden bestätigt. Eine kom-
merzielle Sonde spezifisch für das Retinoblastom-Gen (LSI RB, Vysis/ABBOTT) in 13q14 
und eine Sub-Telomer-Sonde (subtel 13q, Oncor/Q-BIOgene) in 13q34 konnten im Ring-
chromosom jeweils nicht nachgewiesen werden.  
 
In einem weiteren Versuchsansatz wurde ein YAC-basierender Chromosome-bar-code für 
Chromosom 13 entwickelt und getestet.  
 
3.1.2 Der etablierte, auf YAC-Klonen basierende Chromosome-bar-code für 
Chromosom 13 
Damit ein Vergleich zwischen MCB und Chromosome-bar-code möglich war, wurde am 
Beispiel des Chromosoms 13 exemplarisch ein solcher Bar-code unter Verwendung von 8 
YAC-Sonden entwickelt. Für die chromosomalen Regionen q12, q13, q14, q21, q22, q31, 
q32 und q34 wurde je ein YAC-Klon eingesetzt. Es erfolgte eine kombinatorische Markie-
rung dieser lokusspezifischen Sonden mit 5 Fluorochromen und eine simultane Hybridi-
sierung dieser Sonden (Abb. 3.5 A). 
Als Beispiel wird hier Fall 10 einer bezüglich Subtyp nicht näher klassifizierten akuten 
Leukämie vorgestellt, bei welchem nach GTG-Bänderung ein Karyotyp von 
46,XY,del(13)(q?q?) beschrieben wurde (Liehr und Claussen, 2002b). Nach Hybridisie-
rung des Chromosome-bar-code-Sondenmixes wurde der Verlust von 4 der 8 eingesetz-
ten YAC-Sonden festgestellt (Abb. 3.5 A). Die Bruchpunkte konnten somit zwischen 
13q13 und 13q14 sowie 13q31 und 13q32 festgelegt werden. Mittels der auf YAC-Sonden 
basierenden MCB-Technik wurde der Fall nochmals hybridisiert (Abb. 3.5 B), und die De-
letion konnte wie folgt präzisiert werden: ish del(13)(q13q31.3). 
 
Abb. 3.4  
Identifizierte Bruchpunkte nach simultanem 
Einsatz von YAC-MCB #13 und MCB #5 bei 
einer t(5;13)(q13;q14) (Fall 3) 
Im oberen Teil der Abb. sind die invertierten 
DAPI-Bilder, die überlagerten 
Fluoreszenzbilder und die resultierenden 
Fluoreszenzprofile dargestellt. In der unteren 
Bildhälfte sind die Chromosomen in den 
entsprechenden Falschfarben gezeigt, die 
Translokationschromosomen befinden sich
jeweils rechts und die Bruchpunkte sind durch 
Pfeilspitzen markiert.  
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Abb. 3.5  
Auflösungsvermögen der Chromosome-bar-code-Technik verglichen mit dem YAC-MCB #13 
bei einer del(13) (Fall 10)  
(A) Der Chromosome-bar-code-Mix für #13 wurde hybridisiert. Links im Bild sind die invertierten 
DAPI-Aufnahmen, in der Mitte ist die Hybridisierung der lokusspezifischen Sonden und rechts ist 
sowohl die Farblegende als auch die Lokalisation der Sonden dargestellt. Die Klammer kennzeich-
net die fehlenden Sonden. Die Karyotypbeschreibung lautet: ish del (13)(q13 or q14q31 or q32). 
(B) Der YAC-MCB-Mix für #13 wurde hybridisiert. Die Bruchpunkte sind durch Pfeilspitzen markiert. 





3.1.3 Multicolor-Bänderung (MCB) für alle menschlichen Chromosomen basie-
rend auf Mikrosezierungsbanken 
Nachdem am Beispiel von Chromosom 5 das Potential des MCB gezeigt werden konnte 
und ein MCB mit lokusspezifischen Sonden nicht die gewünschten Vorteile brachte, be-
stand der nächste Arbeitsschritt darin, MCB-Sondenmixe basierend auf Mikrosezierung 
für alle menschlichen Chromosomen zu entwickeln. 
Dazu wurden 138 regionspezifische Mikrosezierungbanken (rpcp) über den gesamten 
menschlichen Karyotyp verteilt, hergestellt. Bei der Mikrosezierung der rpcps wurde ver-
sucht, die Banken so zu erstellen, daß jeweils eine Überlappung der benachbarten Ban-
ken und eine annähernd Gaußsche Verteilung des Fluoreszenzprofiles entsteht (Chudoba 
et al., 1999, Liehr et al., 2002). Pro Chromosom wurden dann im Minimum 3 (z. B. für 
Chromosom 19, 20, 21, Y) und im Maximum 10 rpcps (z. B. für Chromosom 2) zusam-
mengestellt. Die eingesetzten DNA-Banken wurden anschließend mit 1 - 2 unterschiedli-
chen Fluorochromen bzw. modifizierten Nukleotiden markiert (siehe Abb. 3.6).  
An dieser sehr umfangreichen Arbeit waren außer der Promovierenden noch beteiligt: H. 
Starke, Prof. Dr. U. Claussen, Dr. V. Trifonov und Dr. N. Rubtsov. 
 
Die nach Zusammenstellung der menschlichen MCB-Mixe etablierten Standard-Farb-
Klassifikatoren (siehe auch 2.6.5) ließen eine Auflösung von 400 - 800 Banden pro 
haploiden Chromosomensatz zu, diese war in den meisten Fällen höher, als nach GTG-
Bänderung erzielt werden konnte (Liehr et al., 2002). Der Kondensationszustand der 
Chromosomen hat dabei kaum Auswirkungen auf die Reproduzierbarkeit der Falschfarb-
Banden.  
In Abb. 3.7 sind typische Falschfarbmuster aller menschlichen Chromosomen in einem 
Karyogramm zusammengestellt. 
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Abb. 3.6  
Lokalisation und Markier-
ungsschemata der 138 
Mikrosezierungssonden 
Sie decken den gesamten 
menschlichen Karyotyp ab. 
Mikrosezierungssonden, die 
gleichzeitig mit 2 Fluoro-
chromen markiert wurden, 
sind durch einen grauen 
Balken miteinander ver-
bunden. Eine Auswahl ein-
setzbarer Fluorochrome ist in 
der Legende dargestellt. 
Abb. 3.7  
MCB aller 24 menschlichen Chromosomen 
In diesem Karyogramm erfolgte eine Zusammenstellung homologer 
Chromosomenpaare nach entsprechenden Einzelhybridisierungen in der 
Falschfarbdarstellung. 
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3.2 Evaluierung der MCB-Methode  
3.2.1 Charakterisierung der Bruchpunkte von konstitutionellen und tumorspezi-
fischen Chromosomenaberrationen 
Vor dem Einsatz der neu etablierten molekularzytogenetischen Sonden in weiterführen-
den Studien wurde deren Zuverlässigkeit überprüft. 
Dazu wurden unterschiedliche konstitutionelle und tumorspezifische Aberrationstypen 
untersucht (siehe Tabelle 8.5 im Anhang). So erfolgte eine weiterführende Charakterisie-
rung der Bruchpunktlokalisation an Fällen mit Duplikationen (Fall 13 und 14), mit Deletio-
nen (Fall 15 und 24), mit Inversionen (Fall 16 und 17), mit Translokationen (Fall 18 - 21, 
23 und 24) und an Markerchromosomen (Fall 22 und 25). In den Fällen 26 und 27 konn-
ten die komplex veränderten Chromosomen durch verschiedene molekularzytogenetische 
Techniken aufgeklärt und durch MCB-Analysen im Detail beschrieben werden. 
 
Die Ergebnisse der molekularzytogenetischen Untersuchungen werden nun beispielhaft 
an den Fällen 13, 21, 22, 25, 26 und 27 vorgestellt.  
 
MCB im Vergleich zu Micro-CGH und lokusspezifischen Sonden 
Fall 13 (Abb. 3.8) wurde unter Berücksichtigung klinischer Aspekte publiziert in Heller et 
al., 2000a.  
Sowohl in Amnionzellen als auch in Lymphozyten der Patientin wurde nach konventionel-
ler GTG-Bänderung ein derivatives Chromosom 9 mit einem vergrößerten Bereich im lan-
gen Arm gefunden. Nach der Hybridisierung mit wcp und pcp-Sonden für Chromosom 9 
konnte nachgewiesen werden, daß es sich hierbei ausschließlich um Material vom Chro-
mosom 9 handelt. Mit dem MCB-Mix #9 war eine Duplikation im langen Arm des derivati-
ven Chromosoms in der Region 9q22 - q31 nachweisbar, eine Aussage, ob die duplizierte 
Region invertiert oder in gleicher Richtung vorliegt, konnte nicht getroffen werden (Abb. 
3.8 A). Die Technik der Micro-CGH (Heller et al., 2000) wurde angewandt. Aus der Zell-
suspension der Patientin konnte eine Micro-CGH-Analyse mit 15 Kernen durchgeführt 
werden; dabei wurde der Zugewinn in der Region 9q22 - q31 (rev ish 9q22-q31) sichtbar 
(Abb. 3.8 C). Eine Präzisierung der Bruchpunkte erfolgte durch den Einsatz verschiedener 
YAC- und Mikrosezierungssonden (die Lokalisation der spezifischen Sonden ist in Abb. 
3.8 B dargestellt). Zwölf YAC-Sonden wurden eingesetzt und ergaben folgende Signal-
konstellationen (siehe auch Abb. 3.8 E - G): 
- mit den YACs 750c6, 933c05, 957h08 (9q31.2 - 32) war ein spezifisches Signal auf 
dem derivativen Chromosom nachweisbar, 
- die YACs 870b4, 857g10, 933g6, 908f11, 931d9 (9q22 - 31) zeigten 2 Signale, 
- und die YACs 806f02, 906g6, 945f5, und 747b3 (9q22.1) ergaben jeweils 3 Signale 
auf dem verlängerten Chromosom 9. 
Aufgrund dieser Daten war festzustellen, daß die Region 9q31.2 - 32 nicht in die Duplika-
tion involviert ist, mit den YAC-Sonden aus der Region 9q22 - q31 aber sehr wohl die Du-
plikation nachgewiesen werden konnte. Aufgrund der MCB-Ergebnisse sowie der Signal-
verteilung und –intensität der YAC-Sonden aus der Region 9q22.1 war eine partielle Tri-
somie auszuschließen. Das proximale Fluoreszenzsignal war bei allen 4 eingesetzten 
YAC-Sonden jeweils sehr schwach im Vergleich zu den beiden mehr distal liegenden Si-
gnalen. Diese Signalverteilung kann dadurch erklärt werden, daß ein „splitting“ des Si-
gnales stattgefunden hat und diese YAC-Sonden somit den proximalen Bruchpunkt in 
9q22.1 überspannen. Weitere Mikrosezierungssonden (midi 23: 9p12 - q21.3 und midi 36: 
9q13 - q21.1), die proximal vom Bruchpunkt liegen, wurden hybridisiert und zeigten auf 
dem verlängerten Chromosom jeweils eine normale Signalverteilung. Insgesamt wird so-
mit eine Duplikation von 9q22.1 - 31.1 beschrieben, wobei das duplizierte als auch das 
regulär vorhandene Fragment invertiert vorliegen.  
Zusammenfassend kann das derivative Chromosom 9 folgendermaßen beschrieben wer-
den: dup(9)(pter→q22.1::q31.1→q22.1::q31.1→q22.1::q31.1→qter).  
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Das MCB-Ergebnis wurde durch Micro-CGH bestätigt und konnte durch lokusspezifische 
FISH-Sonden bezüglich der Bruchpunktlokalisation und Orientierung des duplizierten 
Fragments präzisiert werden. 
 
 
Abb. 3.8  
Nachweis einer dup(9) durch MCB und Micro-CGH sowie Charakterisierung der Bruch-
punkte durch lokusspezifische Sonden (Fall 13) 
(A) MCB #9 wurde hybridisiert, in der Mitte sind die Chromosomen in den Falschfarben dargestellt, 
die von den entsprechenden Fluorochromprofilen flankiert werden. Das derivative Chromosom ist 
in der rechten Bildhälfte zu sehen. (B) Die Lokalisation der eingesetzten FISH-Sonden ist darge-
stellt. (C) Das CGH-Profil vom Chromosom 9 ist abgebildet, der grüne Balken markiert die Region 
mit Chromatinzugewinn. (D - G) Hybridisierungsbilder von Mikrosezierungs- und YAC-Sonden sind 
zu sehen, das derivative Chromosom ist jeweils in der rechten Bildhälfte abgebildet. Die Region 
9q21.1 liegt nicht dupliziert vor (D); YAC 806f02 ist ein repräsentativer Bruchpunkt-überspannender 
YAC-Klon mit 3 Hybridisierungssignalen (E); YAC 933g6 zeigt die Duplikation der Region 9q22.3 
(F) während YAC 957h08 (9q31.2 - 31.3) nur ein Signal zeigt. 
 
MCB im Vergleich zu Mikrosezierung, M-FISH und acro-cenM-FISH 
Im Fall 21 wurde bei einem 2jährigen Patienten mit Entwicklungsverzögerung und weite-
ren klinischen Symptomen (siehe Tabelle 8.5, Trifonov et al., 2003) nach Giemsa-Bände-
rung ein im kurzen Arm vergrößertes Chromosom 13 beschrieben (Abb. 3.9 B). Eine M-
FISH Untersuchung mit wcp-Sonden (Abb. 3.9 A) sowie eine Hybridisierung mit dem acro-
cenM-FISH Sondenset (siehe Material und Methoden - Tabelle 2.3) erfolgte, beide Unter-
suchungen erbrachten methodisch bedingt keine Hinweise darauf, welches chromoso-
male Material in die vorliegende strukturelle Aberration involviert ist. Daraufhin wurde von 
Hr. Dr. V. Trifonov eine Mikrosezierung des fraglichen Bereiches vorgenommen, und die 
Hybridisierung der so etablierten DNA-Sonde auf normale Metaphaseplatten ergab, ne-
ben Signalen auf den kurzen Armen aller akrozentrischen Chromosomen, jeweils noch ein 
Signal in der terminalen Region des kurzen Arms von Chromosom 6. Die Hybridisierung 
einer pcp 6p-Sonde kombiniert mit einer Sub-Telomer-Sonde für 6p auf Metaphasen des 
Patienten zeigte, neben den regelrechten Signalen auf beiden Chromosomen 6, auch 
eine Anfärbung auf dem derivativen Chromosom 13 (Bild hier nicht gezeigt). Eine exakte 
Beschreibung der in die Aberration involvierten chromosomalen Bereiche war nach Hybri-
disierung mit MCB #6 übereinstimmend möglich (Abb. 3.9 C). Das im p-Arm vergrößerte 
Chromosom 13 resultiert aus einer partiellen Trisomie 6p22.2 - pter. 
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Abb. 3.9 
Strukturaufklärung eines der(13)t(6;13)(6pter→6p22.2::13p11.2→13qter) (Fall 21) 
(A) Ein Karyogramm nach M-FISH ist abgebildet. Im derivativen Chromosom 13 konnte keine spe-
zifische Färbung mit den wcp-Sonden erzielt werden. Im unteren Teil des Bildes sind die jeweiligen 
Einzelfarben der Chromosomen 6 und 13 dargestellt. (B) Das nach GTG-Bänderung beschriebene 
derivative Chromosom 13 ist in der rechten Bildhälfte dargestellt. (C) Nach MCB #6-Hybridisierung 
war eine exakte Beschreibung des trisomen Bereiches möglich (6p22.2 - pter). Der nicht spezifisch 
angefärbte Bereich des derivativen Chromosoms 13 ist grau unterlegt.  
 
 
MCB im Vergleich zu cenM54-FISH und lokusspezifischen Sonden 
Fall 22 wurde unter Berücksichtigung der klinischen Aspekte publiziert in Nietzel et al., 
2003. 
Nach konventioneller Bänderung von Chromosomen aus peripherem Blut wurde folgender 
Karyotyp beschrieben: 48,XX,+2mar. Um die Herkunft dieser im GTG-Bild identisch er-
scheinenden überzähligen Chromosomen abzuklären, wurde zuerst der cenM54-FISH-
Mix (siehe auch Tabelle 2.3) hybridisiert (Abb. 3.10 A). Dabei konnte festgestellt werden, 
daß die beiden Marker Zentromer-Anteile von Chromosom 15 enthalten und als dizentri-
sche Chromosomen mit jeweils zwei p-Armen beschrieben werden können. Mit zwei spe-
zifischen Zentromer-Sonden für Chromosom 15 (α-Satellit- und Satellit-III-Sonde) wurde 
der cenM-FISH Befund bestätigt (Bilder hier nicht gezeigt). Die Hybridisierung von MCB 
#15 (Abb. 3.10 B) ergab, daß im Karyotyp der Patientin eine partielle Hexasomie für 
15pter - 15q13 vorliegt. Eine Hybridisierung mit lokusspezifischen Sonden (SNRPN und 
D15S10 lokalisiert in der Region 15q13) zeigte pro Metaphaseplatte 6 Signale (je ein Si-
gnal auf den beiden normalen Chromosomen 15 und je zwei Signale auf den derivativen 
Chromosomen) und bestätigten den durch MCB #15 erhobenen Befund (Bilder der Hybri-
disierung mit den lokusspezifischen Sonden hier nicht gezeigt). Der Karyotyp kann fol-
gendermaßen beschrieben werden:  
48,XX,+idic(15)(pter→q13::q13→pter)x2.ish 15q13(SNRPNx6,D15S10x6).  
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Abb. 3.10 
Charakterisierung von 2 Markerchromosomen als 2x idic(15)(pter→q13::q13→pter) durch 
cenM54-FISH und MCB #15 (Fall 22) 
(A) Der cenM-FISH-Mix wurde zusammen mit der midi 54-Sonde hybridisiert (=cenM54-FISH); hier 
ist ein Karyogramm zu sehen. Eine Überlagerung der aufgenommenen Einzel-Farb-Bilder ist dar-
gestellt, dadurch sind einige Zentromere ähnlich gefärbt. Unter den jeweiligen Chromosomen sind 
die eingesetzten Fluorochrome abgebildet. (B) Es sind sowohl die Falschfarben als auch die Profil-
kurven der beiden normalen Chromosomen 15 und der Derivativchromosomen nach MCB darge-
stellt. Die p-Arme der Chromosomen 15 sind jeweils grau unterlegt. 
 
MCB im Vergleich zu cenM-FISH, Micro-CGH und lokusspezifischen Sonden 
Liegen aberrante Chromosomen bzw. –bruchstücke vor, auch als Small-supernumerary-
marker-chromosomes (SMCs) bezeichnet, dann besteht das Ziel darin, die Zusammen-
setzung dieser Chromosomenderivate zu identifizieren. Durch GTG-Analysen ist eine 
konkrete Aussage zur Herkunft des derivativen Chromosoms nur in sehr wenigen Fällen 
möglich. Es ist zu klären, ob und welches Zentromer im fraglichen Chromosomenderivat 
enthalten ist; die entscheidendere Frage aber kommt dem Vorhandensein von verbliebe-
nem euchromatischen Material zu. Im Fall 25 (siehe Tabelle 8.5) wurde bei einem Pa-
tienten mit einer CML ein Karyotyp mit einem SMC nachgewiesen (siehe auch Starke et 
al., 2001). Eine Mikrosezierung des Markers mit anschließendem Reverse-painting der 
Sonde auf Zellen des Patienten ergab eine komplette Anfärbung des Markers sowie 
starke Signale im Zentromer der beiden normalen Chromosomen 11 (Abb. 3.11 A). An 
dekondensierteren Chromosomen war zusätzlich eine schwache Anfärbung in der Region 
11q14 sichtbar. Die MCB #11-Sonde wurde eingesetzt, und auf dem Ringchromosom 
konnten Fluoreszenzsignale der Zentromer-Region und aus der Region 11q14 zugeordnet 
werden (Abb. 3.11 B). Die Micro-CGH-Technik (Heller et al., 2000) wurde durchgeführt, 
um eine mögliche Genamplifikation in 11q14 sichtbar zu machen (Abbildung hier nicht 
gezeigt). Nach Auswertung der Intensitätsprofile war lediglich eine schwache Verschie-
bung für einen Zugewinn in der Zentromer-Region von Chromosom 11 zu detektieren. 
Eine Interphase-FISH Untersuchung mit einer Zentromer-Sonde für Chromosom 11 
zeigte, daß das überzählige Ringchromosom in 83 % der Knochenmarkzellen vorliegt.  
Das Derivativchromosom - ein Ringchromosom – kann zusammenfassend wie folgt be-
schrieben werden: r(11)(::p11.2→q13.1::q14::).  
Durch MCB konnte das Ergebnis nach Mikrosezierung und Reverse-painting des derivati-
ven Chromosoms bestätigt werden bzw. erfolgte eine Präzisierung der Bruchpunktlokali-
sation.  
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Abb. 3.11 
Strukturaufklärung eines Ringchromosoms durch Mikrosezierung und MCB (Fall 25) 
(A) Eine Metaphaseplatte des Patienten nach Reverse-painting der Mikrosezierungssonde ist dar-
gestellt. Die Pfeilspitze markiert das Markerchromosom, welches komplett angefärbt ist. Im rechten 
Teil des Bildes sind dekondensierte Chromosomen 11 und der Marker dargestellt; man kann hier 
ein zusätzliches Signal in der chromosomalen Region 11q14 erkennen. (B) Die beiden normalen 
Chromosomen 11 des Patienten sowie der Ring sind nach MCB #11 zu sehen. Die Pfeilspitzen 
markieren jeweils die Bruchpunkte, die zur Entstehung des Ringchromosom geführt haben. Im 
unteren rechten Teil des Bildes ist grafisch die Zusammensetzung des Ringchromosoms darge-
stellt. 
 
Auch bei komplex rearrangierten Karyotypen wurden die erzielten MCB-Ergebnisse mit 
weiteren molekularzytogenetischen Methoden bzw. Sonden abgeglichen.  
 
MCB im Vergleich zu M-FISH, SKY und Mikrosezierung 
Im Fall 26 (Tabelle 8.5) waren in den zytogenetisch analysierten Knochenmarkzellen 
eines AML-Patienten sehr komplexe Chromosomenaberrationen sichtbar (Heller et al., 
2003), die nach GTG-Bänderung alleine nicht beschrieben werden konnten. Es wurde 
daraufhin eine M-FISH Analyse durchgeführt, ein Abgleich dieser Ergebnisse erfolgte 
durch eine SKY-Analyse (diese Untersuchung wurde von S. Kytölä, Finnland, vorgenom-
men). Beide Methoden des 24-Farben-FISH unter Verwendung von wcp-Sonden zeigten 
größtenteils übereinstimmende Resultate. Eine kleine Insertion von Material des Chromo-
soms 5 wurde in den Echtfarbdarstellungen beider Methoden sichtbar, in den resultieren-
den Falschfarben konnte diese Insertion mit dem SKY-System nicht mehr dargestellt wer-




Nachdem die in die komplexen Aberrationen involvierten Chromosomen identifiziert wa-
ren, wurden die jeweiligen MCB-Sondenmixe (für #1, #2, #5, #8, #18, #20) hybridisiert. 
Erst dadurch war eine exakte Zuordnung der chromosomalen Regionen und somit auch 
die Beschreibung der involvierten Bruchpunkte möglich (Abb. 3.12 A). Die Derivativchro-
mosomen 1, 2, 5, 18 und 20 wurden nach MCB präzisiert beschrieben:  




der(18)t(8;18;5;2;20)(8q24.3→8q24.2 or 8q24.2→8q24.3::18p11.22→18q21.3::5q14.3→ 
5q11::2q32→2q12::20q13.2→20q13.33), 
der(20)t(1;20;18)(1p36.33→1p31.3-22.3::20p11.1→20q11.2 or 20q11.2→20p11.1: 
:18p11.22→18p11.32). 
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Eine kleine Insertion von Chromosom 5 in der(1) konnte weder nach M-FISH noch nach 
SKY beschrieben werden, wurde aber nach Anwendung von MCB #5 sichtbar.  
Eine Überprüfung der nach MCB beschriebenen Bruchpunkte erfolgte durch eine Mikro-
sezierung der aberranten Chromosomen 1 und 18 (Abb. 3.12 B); die Mikrosezierung 
wurde von Dr. N. Rubtsov durchgeführt. Eine Hybridisierung der so gewonnenen Banken 
auf Metaphaseplatten eines chromosomal unauffälligen Probanden ermöglichte es, die in 
die Derivativchromosomen involvierten chromosomalen Bereiche anhand des invertierten 
DAPI-Bildes zu identifizieren. Für das Chromosom der(1) wurden folgende involvierte Re-
gionen beschrieben: 1q10-qter, 5q11.1-q12, 5q15, 8p23-q12, 20pter-p11.2, für der(18) 
folgende Bereiche: 2q12-q37.2, 5q11.2-q14, 8q24.2-qter, 18p11.2-q21 und 20q13.2-qter. 
Ein Vergleich mit den nach MCB beschriebenen Bruchpunkte zeigte eine gute Überein-
stimmung der beiden Ergebnisse, eine Abweichung mit der Größe einer kleinen GTG-po-
sitiven Bande im 550 Bandenstadium war in einigen der beschriebenen Bereiche festzu-
stellen. Nach Hybridisierung der Mikrosezierungssonde des derivativen Chromosoms 18 
auf normalen Metaphaseplatten wurde ein zusätzliches Signal in 5q11.2 - q12 nachge-
wiesen, welches nach MCB-Analyse des Markerchromosomes nicht beschrieben werden 
konnte. Dieses zusätzliche Signal ist auf die bekannte Kreuzhybridisierung alphoider Se-
quenzen der Zentromer-Region von Chromosom 1 mit den Zentromeren der Chromoso-
men 5 und 19 zurückzuführen.  
Nach Mikrosezierung der beiden Markerchromosomen wurden gleiche Bereiche und an-
nähernd gleiche Bruchpunkte wie nach MCB beschrieben, jedoch erlaubt die Mikrosezie-
rung keine Aussage über die Reihenfolge der chromosomalen Bereiche sowie deren 
Orientierung im Derivativchromosom.  
Abb. 3.12 A 
Identifizierte Bruchpunkte 
derivativer Chromosomen 
mit bis zu 5 Trans-
lokationspartnern (hoch-
komplexer Karyotyp) in 
Fall 26 
Im oberen Teil der Abbildung 
sind die normalen 
Chromosomen dargestellt, 
die derivativen Chromo-
somen sind anschließend zu 
sehen. In der linken Spalte 
sind dabei die M-FISH und 
die invertierten DAPI-Bilder 
gezeigt, es schließen sich 
die MCB-Ergebnisse an.  
Grau unterlegt sind jeweils 
die nicht markierten Bereiche 
in den Chromosomen.  
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MCB im Vergleich zu M-FISH und Micro-CGH 
Im Fall 27 lag zum Zeitpunkt der Knochenmarkpunktion ein primäres Plasmozytom mit 
Übergang in eine Plasmazellenleukämie vor (Heller et al., in press-c). Nach der routine-
mäßigen GTG-Bänderung wurde ein hochkomplexer Karyotyp (siehe Tabelle 8.5, Abb. 
3.13 A) mit mehreren numerisch und strukturell aberranten Chromosomen beschrieben. 
Eine M-FISH-Analyse konnte zur weiteren Identifikation der in die Aberrationen involvier-
ten Chromosomen beitragen (Abb. 3.13 B). Folgende MCB-Sonden wurden hybridisiert: 
#1, #3, #5, #7, #8, #9, #11, #13, #14, #15, #17, #19, #X. Die Beschreibung der chromo-
somalen Bruchpunkte und die Orientierung der in die Aberrationen involvierten Regionen 
konnte daraufhin erfolgen (Abb. 3.13 D [m1 - m7]). Weiterhin wurden kryptische Verände-
rungen in den numerisch aberranten Chromosomen durch die MCB-Analyse ausge-
schlossen (MCB-Ergebnisse der numerisch veränderten Chromosomen nicht abgebildet). 
Durch die MCB-Analyse konnten zudem zwei bis dato nicht durch Giemsa-Bänderung 
bzw. M-FISH detektierte Aberrationen beschrieben werden. Es wurde ein vorher nicht 
identifiziertes Isochromosom 19 [i(19)(q10)] nachgewiesen (entspricht in Abb. 3.13 D m7), 
weiterhin war ein derivatives Chromosom 9 zu beschreiben 
[der(9)t(8;11;9)(8qter→8q24.2::11q25→11q14::9p11.1→9qter)]. Letzteres wurde nur in 
einem sehr kleinen Teil der beurteilten Metaphaseplatten nachgewiesen (ca. 1/30) und 
konnte deshalb nicht in der M-FISH Analyse detektiert werden (dieses derivative Chromo-
som 9 ist nicht abgebildet).  
Eine Überprüfung der MCB-Ergebnisse erfolgte durch eine Micro-CGH von Zellkernen 
des Patienten. Die resultierenden CGH-Profile sind in Abb. 3.13 C dargestellt und können 
folgendermaßen zusammengefaßt werden:  
rev ish enh(3,7,8,9,15,19p),dim(1p31.1p10,13,14q21q31),amp(1q12q44,5p15.3q14, 
11q14q25,Xq21.3q28). 
Die Ergebnisse der Micro-CGH sind in guter Übereinstimmung zu den Ergebnissen nach 
GTG, M-FISH und den MCB-Analysen. Nach Micro-CGH wurde zusätzlich ein Verlust der 
chromosomalen Region 14q21q31 beschrieben, der mit MCB nicht bestätigt werden 
konnte. 
Abb. 3.12 B 
Aufklärung der Zusam-
mensetzung von der(1) 
und der(18) nach Mikro-
sezierung und „reverse 
painting“ (Fall 26) 
Die Mikrosezierungsban-
ken wurden sowohl auf 
Metaphasen des Patienten 
(obere Bildhälfte) als auch 
auf Metaphasen mit nor-
malem Karyotyp (untere 
Bildhälfte) hybridisiert.  
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Abb. 3.13 
Aufgeklärte Struktur und Bruchpunkte von aberranten Chromosomen eines komplexen Ka-
ryotyps (Fall 27) nach Einsatz verschiedener molekularzytogenetischer Techniken  
(A) Die GTG-Bänderung ließ einen komplexen Karyotyp erkennen; 6 Derivativchromosomen wur-
den detektiert (m1 - m6). (B) Durch eine M-FISH-Analyse war es möglich, die in die Aberrationen 
involvierten Chromosomen genauer zu beschreiben. Hier sind die resultierenden Falschfarben 
dargestellt, im oberen Teil des Bildes befindet sich eine Farblegende der jeweiligen Chromosomen. 
Heterochromatin, in den zentromerischen Bereichen der Chromosomen 1, 3, 8, 9, 16 und 18 sowie 
in den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen vorhanden, wird methodisch bedingt 
durch die eingesetzten wcp-Sonden nicht angefärbt und hat hier entsprechend andere Falschfar-
ben als die Chromosomen selber; eine Kennzeichnung durch „h“ erfolgte. (C) Die Micro-CGH-Pro-
file zeigten sowohl vollständige als auch partielle Verluste oder Zugewinne von Chromosomen oder 
–regionen. In rot dargestellt: Verluste, grün: Zugewinne chromosomalen Materials. (D) Die MCB-
Falschfarben der Derivativchromosomen m1 - m7 sind dargestellt. Die normalen Chromosomen 
sind jeweils auf der linken Seite der Einzelbilder zu sehen. 
 
 
In diesem Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, das die Methode des MCB geeignet ist, 
chromosomale Aberrationen zu beschreiben und verläßliche Aussagen zu den Bruch-
punkten zu treffen. Eine Evaluierung der MCB-Ergebnisse wurde durch den Einsatz ande-
rer Methoden der in-situ-Hybridisierung, wie M-FISH mit wcp-Sonden, cen54M-FISH, 
acro-cenM-FISH, Micro-CGH, Mikrosezierung und durch Einsatz lokusspezifischer Son-
den, vorgenommen. Die Auswahl der zur Evaluierung eingesetzten Methoden war abhän-
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gig vom vorliegenden Aberrationstyp, der Verfügbarkeit der einzelnen Verfahren sowie 
der zu untersuchenden Zellen.  
In allen Fällen waren die MCB-Ergebnisse im Einklang mit den durch andere molekular-
zytogenetische Methoden erhaltenen Ergebnisse. In einigen Aberrationen konnte durch 
MCB eine Präzisierung der Bruchpunktlokalisation erzielt werden (siehe zusammenfas-
sende Tabelle 8.5). So war in den Fällen, in denen M-FISH, Micro-CGH oder eine Mikro-
sezierung der derivativen Chromosomen vorgenommen wurde, eine exaktere Beschrei-
bung der Bruchpunkte und der Orientierung der chromosomalen Bereiche erst mit MCB 
möglich – siehe z. B. Fall 26 und 27. Durch den Einsatz lokusspezifischer Sonden wurde 
wiederum eine Präzisierung der MCB-Ergebnisse erzielt, so z. B. im Fall 13, in welchem 
nach Einsatz von YAC-Sonden die involvierten chromosomalen Sub-Banden und die Ori-
entierung des duplizierten Fragments beschrieben werden konnte.  
 
3.2.2 Nachweis chromosomaler Umbauten in ZOO-FISH-Studien 
Sogenannte ZOO-FISH-Studien wurden ebenfalls zur Evaluierung der MCB-Methode 
herangezogen.  
Es erfolgte eine Überprüfung, inwieweit die MCB-Technik Aussagen zu intrachromoso-
malen Rearrangements ermöglicht. Ferner dienten diese Untersuchungen dem Nachweis, 
daß die MCB-Sonden auch an Zellinien einsetzbar sind.  
 
Der Hybridisierung aller in den MCB-Sondenmixen zur Verfügung stehenden menschli-
chen Mikrosezierungsbanken auf Gorilla gorilla (GGO)- und Hylobates lar (HLA)-Chromo-
somen folgte ein direkter Vergleich der Falschfarb-Bandenabfolge zwischen Homo sa-
piens (HSA) und GGO bzw. HLA.  
Da sowohl für die Gorilla- als auch für die Hylobates-Chromosomen keine international 
gebräuchliche Nomenklatur zur Verfügung steht und eine Charakterisierung ausschließ-
lich mittels humaner MCB-Banken erfolgte, werden im folgenden die Bruchpunkte ent-
sprechend den homologen humanen Chromosomen (ISCN, 1995) angegeben.  
 
Die hier beschriebenen ZOO-FISH-Studien wurden von K. Mrasek im Rahmen ihrer Di-
plomarbeit durchgeführt, die von der Promovierenden betreut wurde.  
 
3.2.2.1 Darstellung der Homologie der Gorilla gorilla (GGO)-Chromosomen im Ver-
gleich zu Homo sapiens (HSA) 
Mittels 25M-FISH (siehe Material und Methoden, Tabelle 2.3) wurde zunächst eine Ka-
ryotypisierung der GGO-Chromosomen vorgenommen, und ein allgemeiner Überblick der 
Gorilla-Chromosomen und der Veränderungen im Vergleich zu humanen Chromosomen 
konnte erhalten werden (Mrasek et al., 2001). Die Zuordnung der Gorilla-Chromosomen 
erfolgte mittels invertiertem DAPI-Bild (Abb. 3.14 A). Die Homologie chromosomaler Ab-
schnitte zu HSA wurde anhand der Farbkombinationen der eingesetzten Sonden beurteilt. 
So konnte die bekannte „balancierte“ Translokation zwischen den GGO-Chromosomen 4 
und 19 (entspricht den HSA #5 und #17) nachgewiesen werden. In ca. 30 % der unter-
suchten Metaphasen der lymphoblastoiden Zellinie wurde weiterhin eine unbalancierte 
Translokation zwischen GGO #1 und #14 gefunden, die zu einer partiellen Monosomie 
GGO #1 und einer partiellen Trisomie GGO #14 führte (siehe Abb. 3.14 B). Durch Einsatz 
der MCB-Sondenmixe konnte die Aberration als partielle Trisomie 13q21.3→q34 und par-
tielle Monosomie 1q43→q44 beschrieben werden. Diese Translokation muß als Kulturar-
tefakt angesehen werden, die durch eine Immortalisierung der Zellen mit Epstein-Barr 
Viren entstanden sein kann (Stumm et al., 2001).  
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Die spezifische Sonde für die kurzen Arme aller humanen akrozentrischen Chromosomen 
(midi 54) hybridisierte auf folgenden homologen GGO-Chromosomen: 
- in den perizentrischen Regionen von GGO #6, #11, #16, #17 und #18 





Identifizierte homologe Bereiche zwischen HSA- und GGO-Chromosomen  
(A) Ein GGO-Karyogramm nach 25M-FISH ist dargestellt. Über den Chromosomen sind jeweils die 
homologen humanen Chromosomen aufgezählt. Die Pfeilspitzen zeigen die Hybridisierungsregio-
nen der midi 54-Sonde. (B) Die unbalancierte Translokation zwischen GGO #1 und GGO #14 ist 
abgebildet. Im oberen Abschnitt sind die Echtfarben (nach 25M-FISH Hybridisierung) gezeigt, im 
unteren Bildabschnitt die entsprechenden MCB-Falschfarben der humanen MCB-Banken #1 und 
#13. Die grau markierten Bereiche sind jeweils die Regionen, die mit den entsprechenden Sonden 




Die Resultate aller MCB-Einzelhybridisierungen an GGO-Chromosomen im Vergleich zu 
HSA sind in Abb. 3.15 und Tabelle 3.1 dargestellt.  
Folgende Ergebnisse resultieren nach Hybridisierung aller humanen MCB-Sonden auf 
GGO-Chromosomen (Mrasek et al., 2001): 
- Der GGO-Karyotyp ist dem menschlichen Karyotyp relativ ähnlich. 
- Bei den GGO-Chromosomen 2, 5, 9, 14, 15, 16, 20, 21, 22, 23 und X wurden keine 
Unterschiede der Bandenabfolge zum humanen MCB-Falschfarbmuster identifiziert. 
- Bei den GGO-Chromosomen 4 und 19 konnten nach MCB Fusionen beschrieben 
werden. 
- Die GGO-Chromosomen 11 und 12 sind weitgehend homolog dem HSA-Chromosom 
2. 
- Parazentrische Inversionen waren in den GGO-Chromosomen 1q, 6q sowie 17p und 
perizentrische Inversionen in #3, 7, 8, 10, 12, 13 und 18 mit MCB nachweisbar. 
- Nur im GGO #11 konnte ein Neo-Zentromer detektiert werden, welches sich in 2q21.1 
befindet.  
- Es wurden im Vergleich zu den HSA-Chromosomen 20 Bruchpunkte nachgewiesen.  
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Abb. 3.15 
Homologie der Chromosomenstruktur zwischen HSA und GGO nach MCB  
Die einzelnen humanen MCB-Falschfarben sind den Falschfarben auf den entsprechenden homo-
logen GGO-Chromosomen gegenübergestellt. Die grau dargestellten Bereiche sind jeweils die 
Regionen, die mit den entsprechenden Sonden nicht markiert werden konnten. 
Folgende Abkürzungen wurden verwendet:  H:   Heterochromatin 
      C:   Zentromer 
      Inv: Inversion. 
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Tabelle 3.1 
Chromosomale Umbauten und Bruchpunkte im GGO-Genom verglichen mit HSA nach MCB-
Analysen 
Inversionen wurden jeweils blau hervorgehoben. 
Rot unterlegt ist die Zentromer-Position, an der sich – im Vergleich zu den humanen Chromo-




Homologe Regionen zu HSA Zentromer-
Position 
1 1p36.3→1q32.3::1q42.13→1q32.3::1q42.13→1q44 cen 1 
2 3p26.3→3q29 cen 3 
3 4p16.3→4p12::4q13.2→4p12::4q13.2→4q35.2 cen 4 
4 17q25→17p12::5q13.3→5q35.3 cen 17 
5 6p25.3→6q27 cen 6 
6 7p22.3→7q11.23::7q22.3→7q11.23::7q22.3→7q36.3 cen 7 
7 8p23.3→8p21.1::8q22.3→8p21.1::8q22.3→8q24.3 cen 8 
8 10p15.3→10p11.23::10q22.3→10p11.23::10q22.3 
→10q26.3 
cen 10  




11 2q13→2q37 neo 2q21.1 
12 acro::2p10→2q13::2p10→2p25.3 cen 2 
13 acro::9q13→9p24.3::9q13→9q34.3 cen 9 
14 13p13→13q34 cen 13 
15 15p13→15q26.3 cen 15 
16 18p11.32→18q23 cen 18 
17 16p11.2→16p13.3::16p11.2→16q24.3 cen 16 
18 14q11.2→14p11.3::14q11.2→14q32.33 cen 14 
19 5q14→5p15.3::17p12→17p13.3 cen 5 
20 19p13.3→19q13.43 cen 19 
21 20p13→20q13.33 cen 20 
22 21p11.3→21q22.3 cen 21 
23 22p11.3→22q13.33 cen 22 
X Xp22.33→Xq28 cen X 
Y nicht untersucht nicht 
untersucht 
 
Abkürzungen:  cen = Zentromer 




Eine Überprüfung einzelner MCB-Ergebnisse erfolgte durch Hybridisierung weiterer Son-
den:  
- Eine pcp 18q-Sonde wurde zusammen mit der midi 58 hybridisiert. Diese midi 58 ist 
eine spezifische HSA-Mikrosezierungsonde, die das komplette Chromosom 18 mit 
Ausnahme der Region 18q11.2 - q12.2 abdeckt. Nach vergleichender Hybridisierung 
ergab sich für GGO #16 das entsprechende Signalmuster wie für HSA #18.  
- Auf GGO #14 wurden noch 2 zusätzliche YAC-Contigs von HSA #13 hybridisiert 
(Contig A1 hybridisiert in 13q12, D1.1 hybridisiert in 13q13).  
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3.2.2.2 Darstellung der Homologie der Hylobates lar (HLA)-Chromosomen im Ver-
gleich zu Homo sapiens (HSA) 
Auch hier wurde vor Beginn der MCB-Studien eine 25M-FISH-Analyse zur Karyotypisie-
rung der HLA-Chromosomen durchgeführt (Abb. 3.16, Tabelle 3.2). Nur in der GTG-nega-





Da die Sonde für die kurzen Arme der humanen akrozentrischen Chromosomen (midi 54) 
kein Hybridisierungsignal in den entsprechenden Regionen der HLA-Chromosomen er-
brachte, wurde auf den Einsatz der midi 54 in den entsprechenden humanen MCB-Mixen 
(#13, #14, #15, #21, #22) verzichtet.  
Folgende Ergebnisse resultieren nach Hybridisierung aller humanen MCB-Sonden auf 
HLA-Chromosomen (siehe auch Abb. 3.17, Tabelle 3.2) (Mrasek et al., 2003): 
- Die humanen Chromosomen 20, X und Y sind ohne interchromosomale Rearrange-
ments homolog zu den HLA-Chromosomen 21, X und Y.  
- Das HSA-Chromosom 18 ist im HLA-Chromosom 5 ohne strukturelle Aberration inte-
griert.  
- Die HSA-Chromosomen 7, 13, 14, 15, 18, 20, 22, X und Y besitzen homologe Berei-
che auf jeweils nur einem HLA-Chromosom und das sind #1, 4q, 17, 15, 5p, 21, 8, X 
und Y.  
- Die humanen Chromosomen 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 16, 17, 19 verfügen über 
homologe Regionen auf mehr als einem Gibbonchromosom.  
- Bei fast allen HLA-Chromosomen (mit Ausnahme von 21, X und Y) konnten nach 
MCB Inversionen beschrieben werden.  





zwischen HLA- und 
HSA-Chromosomen 
Unter den gefärbten 
Chromosomen ist 
jeweils die invertierte 
DAPI-Bänderung dar-
gestellt. Über den 
HLA-Chromosomen 








Durch die blaue 
Pfeilspitze bei HLA 
#12 wird die mit der 
midi 54 angefärbte 
Region dargestellt. 
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- Im HLA #17 wurde eine bisher nicht beschriebene parazentrische Inversion nachge-
wiesen.  
- Es konnte außerdem festgestellt werden, daß HLA #12 homologe Regionen von HSA 
#2 und #3 sowie #8 enthält. 
- Es wurden 3 verschiedene Möglichkeiten der Zentromer-Bildung nachgewiesen. So 
können die Zentromere denen der humanen Chromosomen homolog sein, sie können 
an Fusionsstellen zweier Chromosomen und in Form eines Neo-Zentromers ausgebil-
det sein (siehe Tabelle 3.2). 
- Im Vergleich zu den HSA-Chromosomen konnten im HLA-Karyotyp 72 Bruchpunkte 








zwischen HSA und HLA 
nach MCB  
Die einzelnen humanen 
MCB-Falschfarben (weiß 
beschriftet) sind den 
Falschfarben auf den 
entsprechenden HLA-
Chromosomen (durch 
gelbe Zahlen beschriftet) 
gegenübergestellt.  
Die grau dargestellten 
Bereiche sind jeweils die 
Regionen, die mit den 
eingesetzten Sonden 
nicht markiert wurden . 




wurden verwendet:  
H (in weiß): humanes 
Heterochromatin 
H (in gelb): Gibbon-
Heterochromatin. 
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Tabelle 3.2 
Chromosomale Umbauten und Bruchpunkte im HLA-Genom verglichen mit HSA nach MCB-
Analysen 
Die chromosomalen Bereiche, die nach M-FISH nicht (eindeutig) identifiziert werden konnten, sind 
kursiv gedruckt. Rot unterlegt sind die Zentromer-Positionen, an denen sich – im Vergleich zu den 
humanen Chromosomen - ein Neo-Zentromer formiert hat, grün unterlegt kennzeichnt jeweils eine 
Zentromer-Bildung an Fusionsstellen. 
 
Homologe Regionen zu HSA  
HLA 




1 2, 7 2q37.3→2q24::7q31.1→7p22::7q31.1→7q36 cen 7 
2 4, 10 4q35→4q26::10p12.2→10q21::10q23.1→10q21: 
:10q23.1→10q26 
cen 10 
3 6, 4, 10 6q27→6q12::4q26→4q10::10p12.2→10p15 kein cen 6 sondern 
neo 6q15-16.1 
4 3, 13 3p14.3→3p12::3p26→3p24::3q21→3p12::13p10→
13q14.2::13q33→13q14.2::13q33→13q34 
3p11::13p10;  
fus cen 3 und cen 
13 
5 18, 11, 1 18q23→18p11.3::8p23.3→8p23.1::11p11.2→ 
11q12::1p11→1p31.1 
kein cen 18 sondern 
cen 11 
6 16, 5, 16, 5 16q24→16q23.1::5q23.3→5q14.1::16p13.1→ 
16q23.1::5q23.3→5q35.3 
kein cen 16 sondern 
fus 5q14.1 und 
16p13.1 
7 12, 1, 3, 8 12p13.3→12q11::1p35→1p31.3::1q21→1q24: 
:3p14.3→3p22::8p22→8p23.1 
cen 12 





fus cen 5 und cen 
22 
9 1, 8 1p36.3→1p35::8q21.1→8p11.1::8q21.1→8q24.3 fus 8p11.1::8q21.1 
10 2, 19, 12, 3 2p25→2p23.1::19q13.32→19q13.2::12p13.3→ 
12q14::3q25→3q29 
kein cen 12 sondern 
neo 12q13.2 
11 11 11p11.2→11p15.5::11q12→11q25 neo 11q14 
12 2, 8, 3 2q24→2q14::8p11.1→8p22::3p22or24→ 
3p24or22::3q25→3p24 
fus 2q14::8p11.1 
13 17, 9 17q24.1→17q22::17q21.1→17q11.2::17q22→ 
17q21.1::9p21→9q34.3 
fus 17q21.1::9p21 
14 19, 12, 19, 12 19q13.41or13.32→19q13.32or19q13.41::12q22→ 
12q14::19q13.2→19p13.3::19q13.42→ 
19q13.41::12q22→12q24.3 
kein cen 19 
fus 12q14::19q13.31
15 15, 21 15q21→15q11::15q21→15q26.3::21q11→21q22.3 cen 15 
fus 15q11::15q21 
16 17, 2 17q25.3→17q24.1::2p12→2q1(?)4::17q11→ 
17p12::2p12→2p23.1::19q13.42→19q13.43 
cen 17 
17 14 14q21.3→14p10::14q21.3→14q32.3 cen 14 
18 4, 5  4p16→4q10::5q10→5p15.3 4q10::5q10 
fus cen 4 und cen 5 
19 1 1q32.1→1q24::1p31.2→1p31.1::1q32.1→1q44 fus 1q24::1p31.2 
20 6 6q12→6p25 cen 6 
21 20 20p13→20q13.3 cen 20 
X X Xp22.3→Xq28 cen X 
Y Y Yp11.3→Yq11.2 cen Y 
 
Abkürzungen:  cen = Zentromer 
  neo = Neo-Zentromer 
  fus  = Fusion 
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Durch Hybridisierung bestimmter regionspezifischer pcp-Sonden wurden einzelne Ergeb-
nisse nach MCB überprüft. 
- Mit einer HSA-Sonde für Chromosom 8 (#8p22 - p23) konnte die Homologie auf Re-
gionen der Gibbonchromosomen 12 und 5 bestätigt werden. 
- Eine rpcp-Sonde für 11p11.2 - q13.1 wurde auf HLA-Chromosomen hybridisiert und 
zeigte ein Signal auf HLA #5. 
- Mit einer wcp 19-Sonde konnte das Ergebnis nach MCB erhärtet werden, daß HSA 
#19 homologe Bereiche zu HLA #16qter besitzt.  
(Die Ergebnisse dieser Hybridisierungen wurden hier nicht dargestellt.) 
 
 
Wie anhand dieser Untersuchungen gezeigt werden konnte, eignet sich die Methode des 
MCB, um komplex aberrante Zellinien zu charakterisieren. In vergleichenden Studien zwi-
schen unterschiedlichen Spezies (ZOO-FISH) kann die MCB-Technik eingesetzt werden, 
um homologe Bereiche zu identifizieren.  
Eine Analyse von Gorilla gorilla und Hylobates lar wurde vorgenommen, im Vergleich zum 
Menschen lagen im HLA-Genom multiple Rearrangements vor.  
Zwischen den bisher veröffentlichten Daten und den Ergebnissen nach MCB konnten 




3.3 Charakterisierung chromosomaler Veränderungen durch MCB-Ana-
lysen 
Nach Verifizierung der Genauigkeit der MCB-Methode im Vergleich zu anderen mole-
kularzytogenetischen Techniken wurden verschiedene Aberrationen von weiteren Fällen 
mit konstitutionellen und tumorspezifischen Aberrationen mittels MCB untersucht. Deriva-
tive Chromosomen sollten dadurch charakterisiert werden, um Aussagen zu den chromo-
somalen Bruchregionen treffen zu können.  
 
Im folgenden werden die Fälle betrachtet, in welchen bereits nach Giemsa-Bänderung 
Aussagen zum Aberrationstyp und den involvierten chromosomalen Regionen möglich 
waren und MCB-Analysen den Karyotyp bestätigten (siehe 3.3.1). Aber nicht alle chromo-
somalen Veränderungen konnten nach GTG-Bänderung identifiziert und bezüglich der 
Bruchpunkte exakt charakterisiert werden, eine Beschreibung der Aberrationen wurde in 
vielen Fällen jedoch durch MCB möglich (siehe 3.3.2).  
 
3.3.1 MCB bestätigt Bruchpunkte der GTG-Bänderung 
Die hier untersuchten Fälle sind in der Tabelle 8.6 aufgelistet. 
 
Es wurden 7 Fälle mit konstitutionellen und 14 Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
untersucht.  
In 8 Fällen (28, 29, 35, 40, 43 - 45, 48) wurden nach GTG-Bänderung Translokationen 
beschrieben, 8 Fälle (30-33, 35, 37 - 38, 46) wiesen jeweils eine Inversion in einem 
Chromosom auf, 3 Fälle (39, 42, 47) hatten eine Deletion und ein weiterer Fall mit einem 
Isochromosom vom kurzen Arm des Chromosoms 12 (Fall 34) wurde charakterisiert. Im 
Fall 41 wurde eine Monosomie für Chromosom 7 beschrieben, die MCB-Analyse bestä-
tigte diesen Befund und eine kryptische Aberration im verbliebenen Chromosom 7 konnte 
ausgeschlossen werden.  
 
Exemplarisch werden hier die Fälle 32 und 33 (Abb. 3.18) sowie 34 vorgestellt. 
Bei einer 26jährigen Patientin mit geistiger Behinderung wurde eine Inversion in Chromo-
som 18 beschrieben [inv(18)(q11.2q23)]. In einer daraufhin durchgeführten Elternunter-
3 Ergebnisse  62 
suchung konnte der Vater als Träger der Inversion identifiziert werden. Die MCB-Analyse 





Der Nachweis des Vaters als Träger der konstitutionellen Translokation kann als Hinweis 
gewertet werden, daß die klinische Symptomatik der Patientin in Fall 33 nicht in ursächli-
chem Zusammenhang mit dem nachgewiesenen Karyotyp zu sehen ist, wobei nicht aus-
geschlossen werden kann, daß durch fehlerhafte Rekombination ein – molekularzytoge-
netisch nicht nachweisbarer – unbalancierter Karyotyp bei der Tochter resultiert. 
 
Eine direkte Korrelation des Genotyps zum Phänotyp besteht hingegen in Fall 34. Ein 
auffälliger Ultraschallbefund war die Indikation für eine Chorionzottenbiopsie. In den un-
tersuchten Zellen wurde dann ein fragliches Isochromosom 12 p beschrieben, welches 
durch MCB #12 bestätigt werden konnte (Abbildung nicht gezeigt). Isochromosomen 12p, 
die zu einer Tetrasomie des kurzen Arms von Chromosom 12 führen, werden als geneti-
sche Ursache des Pallister-Killian-Syndroms beschrieben, welches mit einem schweren 
klinischen Erscheinungsbild einhergeht. 
 
3.3.2 Bruchpunktkorrektur nach Anwendung von MCB 
Im Abschnitt 3.3.2.1 werden konstitutionelle Aberrationen betrachtet, die Ergebnisse der 
Untersuchungen tumorspezifischer Aberrationen sind im Abschnitt 3.3.2.2 dargestellt. 
Die analysierten Fälle sind in Tabelle 8.7 aufgelistet. 
 
3.3.2.1 Konstitutionelle Aberrationen 
Die nach MCB erzielten Ergebnisse der Untersuchungen werden im folgenden entspre-
chend den vorliegenden Aberrationstypen dargestellt.  
In 4 der einfach aberranten Fälle (49 - 52) wurden nach GTG-Bänderung Translokatio-
nen beschrieben. Die nach MCB vorgenommenen Korrekturen der Bruchpunktlokalisatio-
nen umfaßten dabei maximal eine Verschiebung um 3 Banden (bezogen auf ein Banden-
level von 550 Banden pro haploiden Karyotyp; ISCN, 1995). 
 
10 Fälle wurden mit verschiedenen MCB-Sonden (nach)untersucht, bei denen in den De-
rivativchromosomen nach GTG jeweils eine Inversion beschrieben war (Fälle 53 - 63). 
Zum Einsatz kamen die MCB-Mixe der Chromosomen 1, 3, 8, 11 und Y. Im Fall 53 wurde 
eine Inversion im Chromosom 1 in Amnionzellen nachgewiesen, in einer daraufhin ange-
schlossenen Elternuntersuchung konnte die Mutter (Fall 54) als Trägerin der gleichen 
Inversion identifiziert werden. Familiarität lag auch in den Fällen 56 und 57 vor, sowohl bei 





inv(18)(q11.2q23) mittels MCB 
(Fall 32 und 33) 
Die beiden normalen Chro-
mosomen 18 sind in der oberen 
Bildhälfte abgebildet, die beiden 
Chromosomen mit Inversion in 
der unteren Bildhälfte. Es 
wurden das invertierte DAPI-
Bild, die Chromosomen in 
Echtfarben und in Falschfarben 
und die Fluoreszenzprofile 
dargestellt.  
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(Fall 56) hatte eine zusätzliche Duplikation im kurzen Arm des Chromosoms 1, die de-
novo vorlag. Bei zwei Brüdern (Fälle 60 und 61) und ihrem Vater (Fall 62) konnte jeweils 
die identische Inversion im Y-Chromosom nachgewiesen werden.  
In 3 der 10 Fälle mit einer Inversion wurde nach dem MCB eine Korrektur der in die Aber-
ration involvierten Bruchpunkte um max. 3 Banden (bezogen auf 550 Banden pro haploi-
den Karyotyp) vorgenommen, in 7 Fällen war erst nach Hybridisierung der MCB-Sonden 
eine Beschreibung des Karyotypes möglich.  
5 Fälle zeigten eine parazentrische Inversion, in den anderen 5 Fällen lag eine perizentri-
sche Inversion vor.  
 
Duplikationen wurden in 5 Fällen (63 - 67) mittels MCB untersucht bzw. als Ursache der 
Derivativchromosomen beschrieben. In 2 Fällen lag eine Duplikation im Chromosom 1 vor 
(Fall 63, 64), weitere Fälle wurden mit MCB #10, #12 und #18 (Fälle 65 - 67) analysiert. In 
2 der untersuchten Fälle konnte erst nach MCB die Aberration als Duplikation beschrie-
ben werden. Eine Bruchpunktpräzisierung erfolgte in 3 Fällen. Im Fall 63 konnten nach 
MCB die Bruchpunkte identifiziert und der duplizierte Bereich als invertiert vorliegend be-
schrieben werden.  
 
Nach Analyse der komplex aberranten Fälle konnten sowohl Insertionen (Fälle 68 - 69), 
als auch Translokationen unter Beteiligung von 3 bzw. 4 Chromosomen (Fall 70, 71) 
beschrieben werden.  
 
In Fall 68 handelte es sich um die chromosomale Region 1q31.2 - q32, die in den kurzen 
Arm von Chromosom 1 (1p31.2) in direkter Orientierung (d. h., q31.2 ist ebenfalls proxi-
mal zum Zentromer gelegen) inseriert ist.  
Im Fall 69 wurde nach Hybridisierung der MCB-Sonden für #1 und #4 festgestellt, daß die 
Region 4q31.1 - q33 in das Chromosom 1 (in 1q31) in invertierter Richtung inseriert ist. 





Die ins(1;4) wurde in Amnionzellen nachgewiesen. Eine Elternuntersuchung ergab, daß 
es sich dabei um ein de-novo-Ereignis in den kindlichen Zellen handelt. Diese Insertion 
erscheint molekularzytogenetisch balanciert, prognostische Aussagen zum Phänotyp des 
Kindes sind dennoch schwer möglich. 
 
In beiden komplex aberranten Translokationsfällen konnte erst durch Einsatz molekular-
zytogenetischer Methoden eine Beschreibung der involvierten Chromosomen erfolgen, 
und eine exakte Angabe der Bruchpunkte war nach Hybridisierung der entsprechenden 
MCB-Sonden möglich.  
Abb. 3.19  
Charakterisierung einer ins(1;4) 
(q31;q33q31.1) mittels MCB (Fall 69)
Es wurde sowohl MCB #4 als auch 
MCB #1 in Einzelhybridisierungen 
eingesetzt. In der linken Bildhälfte ist 
die chromosomale Region von 
Chromosom 4 durch Pfeilspitzen 
markiert, die im Chromosom del(4) 
fehlt und invertiert in der(1) inseriert ist 
(rechte Bildhälfte). Diese Region im 
der(1) wurde mit dem MCB #1 nicht 
markiert und stellt sich als Lücke dar 
(durch weiße Klammer markiert). 
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Fall 70 wurde nach GTG-Bänderung folgendermaßen beschrieben:  
46,XX,-3,der(6)t(3;6)(q11;p25),der(15)t(3;15)(p11;q26),+mar[13]/45,XX,-3,der(6)t(3;6) 
(q11;p25),der(15)t(3;15)(p11;q26)[7]. 
Ein Chromosom 3 war (anscheinend) im Peri-Zentromerbereich gebrochen, und der p-
Arm war an Chromosom 15 transloziert, der q-Arm an Chromosom 6. In einigen Metapha-
seplatten wurde noch ein Markerchromosom nachgewiesen.  
Eine Hybridisierung mit den entsprechenden MCB-Sonden bestätigte das Vorliegen der 
Translokationen t(3;15) und t(3;6) (Abb. 3.20), mittels der Falschfarben und Profile mußte 
jedoch eine Korrektur der vorher festgelegten Bruchpunkte vorgenommen werden. So 
konnte das Translokations-Chromosom t(3;6) wie folgt beschrieben werden: 
t(3;6)(3qter→3q13.2::3p13→3p12.1::3q13.2→3q12.1 or 3q12.1→3q13.2::6p25→6qter). 
Die Region 3p13 - p12.1 war ebenfalls in dieses derivative Chromosom involviert und lag 
inseriert in 3q13.2 vor (Abb. 3.20). Im Chromosom t(3;15) hingegen war – entgegen der 
Beschreibung nach GTG – nicht der komplette kurze Arm des Chromosoms 3 vorhanden, 
sondern nur die Region 3pter - p13 [t(3;15)(3pter→3p13::15q26→15pter)]. Der Marker 
der(3) konnte als Peri-Zentromerregion von Chromosom 3 identifiziert werden: 
der(3)(:p12.1→q11.2:). Das Verhältnis der Zellen mit der(3) zu Zellen, in denen das Deri-
vativchromosom verloren gegangen war, betrug 8 : 6.  
Weitere Hybridisierungen wurden mit dem Sub-Zentromer-Mix für Chromosom 3 sowie 
Sub-Telomersonden für 3p, 3q, 6p, 6q und 15q durchgeführt. Auf dem Translokations-
chromosom t(3;6) konnte mit der Sub-Telomersonde für 6p kein Signal nachgewiesen 
werden (Abb. 3.20), nach Hybridisierung des Sub-Zentromer-Mixes für Chromosom 3 
(siehe Material und Methoden, Tabelle 2.3) zeigte sich auf t(3;6) ein Signal mit der Sub-
Zentromersonde für 3q (nicht abgebildet). Auf dem Translokationschromosom t(3;15) war 
weder ein Signal für die Sub-Telomersonde 15q noch für die Sub-Zentromersonde 3p 
detektierbar. Auf dem Derivativchromosom der(3) hingegen wurde neben dem Zentromer-




Abb. 3.20  
Aufklärung der Struktur und 
Identifizierung der Bruch-
punkte der aberranten Chro-
mosomen t(3;6), t(3;15) und 
der(3) mit MCB und lokus-
spezifischen Sonden (Fall 70) 
In der linken Spalte sind jeweils 
die normalen Chromosomen 
dargestellt, nachfolgend die 
Translokationschromosomen 
t(3;6) und t(3;15) sowie der(3). 
Die Falschfarben des MCB für 
#3, #6 und #15 sowie die 
Hybridisierungsbilder der Sub-
Telomere für 6p und 15q sind 
abgebildet. 
Die Translokationschromoso-
men in den Spalten 2 und 3 
wurden in ihrer Orientierung 
vom p- zum q-Arm jeweils ent-
sprechend den Normalchromo-
somen dargestellt. 
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Im Fall 71 wurden nach konventioneller Analyse komplexe Translokationen zwischen den 
Chromosomen 2, 4 und 11 beschrieben [46,XX,t(2;4;11)(2qter→2p13::4q21→4qter;4pter 
→4q21::11p15→11pter;2pter→2p13::11p15→11qter)].  
Erst durch den Einsatz von M-FISH konnte noch der 4. Translokationspartner – das 
Chromosom 1 – identifiziert werden. Eine Korrektur der nach GTG-Bänderung beschrie-
benen Bruchpunkte erfolgte nach Hybridisierung mit den entsprechenden Multicolor-Bän-
derungssonden um 1 - 2 Banden (bezogen auf ein Bandenlevel von 550 Banden pro 
haploiden Karyotyp). Der Karyotyp konnte daraufhin wie folgt beschrieben werden:  
ish t(1;4;2;11)(1pter→1q43::11p14.1→11pter;4pter→4q21.1::1q43→1qter;2qter→2p12- 
13.1::4q21.1→4qter;11qter→11p14.1::2p12-p13.1→2pter) (Seidel et al., 2003). 





3.3.2.2 Tumorspezifische Aberrationen 
In Tabelle 8.7 sind die Fälle mit erworbenen chromosomalen Rearrangements zusam-
mengestellt, in welchen erst durch MCB-Analysen eine Charakterisierung der Bruch-
punkte möglich war bzw. nach GTG-Bänderung beschriebene Aberrationen korrigiert oder 
in der Bandendefinition „verfeinert“ wurden. Es wurden Translokationen (Fälle 72, 73, 86, 
89, 90, 94, 95, 97, 98) und Inversionen (Fälle 87, 95), Deletionen (75 - 85, 88, 89, 91 - 93, 
Abb. 3.21 
Aufklärung der Struktur und 
Identifizierung der Bruch-
punkte von aberranten 
Chromosomen eines kom-
plexen Karyotypes (Fall 71) 
durch M-FISH und MCB  
Die obere Zeile enthält die M-
FISH Bilder (Falschfarben), in 
der linken Spalte sind die 
Falschfarb-Bilder der nor-
malen Chromosomen nach 
MCB dargestellt.  
Die Derivativchromosomen 
wurden in ihrer Orientierung 
vom p- zum q-Arm jeweils 
entsprechend den Normal-
chromosomen abgebildet. 
Die Spalten werden im 
folgenden von links nach 
rechts beschrieben.  
In der 2. Spalte [der(1)] ist die 
t(1;11) zu sehen. Das 
Chromosom der(2) [Spalte 3] 
entstand durch eine 
Translokation der Chromo-
somen 2 und 4. In Spalte 4 
[der(4)] ist gezeigt, daß sich 
der terminale Bereich von 
Chromosom 1 an Chromosom 
4 befindet. Das derivative 
Chromosom 11 [der(11)] 
entstand durch eine 
Translokation chromosomaler 
Abschnitte von 2 und 11. 




tiver Chromosomen 5 
(Fall 93) 
(A) Die Falschfarben 
nach MCB #5 sind 
dargestellt. Zwei unauf-
fällige Chromosomen 5 
mit normalen MCB-
Bandenmuster sind in 
dem blau umrandeten 
Kästchen zu sehen. Zwei 
Brüche und eine Fusion 
in 5q12 und q33 (durch 
blaue Pfeilspitzen links 
der Chromosomen mar-
kiert) führen zu dem 
derivativen Chromosom I. 
Ein weiterer Bruch in dem 
deletierten Fragment muß 
stattgefunden haben (in 
5q21, untere rote 
Pfeilspitze im linken 
Chromosom).  
Während der distale Teil  
(5q21-q33) verloren gegangen ist, konnte eine Insertion des proximalen Teiles (5q12-21) in das 
andere Chromosom in 5q15 (rote Pfeilspitze im rechten Chromosom) gezeigt werden (Chromosom 
II).  
(B) Die beschriebenen Aberrationen sind schematisch anhand der Ideogramme dargestellt. 
96, 98) sowie ein Isochromosom 3q (Fall 74) und ein komplexeres Aberrationsgeschehen 
mit einer Insertion (Fall 93) untersucht.  
 
Exemplarisch wird hier Fall 93 vorgestellt. 
Bei einer Patientin mit einer Philadelphia-negativen CML wurde nach GTG-Bänderung ein 
verlängertes und ein extrem verkürztes Chromosom 5 beschrieben (Heller et al., 2002). 
Aussagen zur Art der vorliegenden Aberrationen konnten anhand der Schwarz-Weiß-
Bänderung der Chromosomen nicht getroffen werden. Durch M-FISH mit wcp-Sonden 
wurde ausgeschlossen, daß weitere Chromosomen in die Formierung der Derivativchro-
mosomen involviert sind. Nach MCB für Chromosom 5 konnte eine Deletion und eine In-
sertion der Chromosomen 5 beschrieben werden (Abb. 3.22), und eine Defintion der 
Bruchpunkte war wie folgt möglich:  
ish del(5)(pter→q12::q33→qter),ins(5)(pter→q15::q12→q21::q21→qter).  
Diese Veränderungen resultieren also aus einer Deletion im langen Arm eines Chromo-
soms 5 (5q12 - q33), wobei ein Teil dieses deletierten Fragments im anderen Chromosom 
5 inseriert vorliegt (5q12 - q21 ist in Bande 5q15 inseriert). Eine partielle Deletion konnte 
insgesamt für den Bereich 5q21 - q33 nachgewiesen werden (Abb. 3.22).  
 
 
Bisher konnten komplex rearrangierte Karyotypen nur ungenügend mit den (routine-
diagnostisch) zur Verfügung stehenden Methoden beschrieben werden und Aussagen zu 
den involvierten Bruchpunkten waren meist nicht möglich.  
Durch Multicolor-Bänderung steht nun ein Verfahren zur Verfügung, welches die Be-
schreibung des Karyotyps und die Identifizierung der Bruchpunkte erlaubt. Die Anwen-
dung geeigneter MCB-Banken setzt jedoch die Kenntnis der in die Aberration(en) invol-
3 Ergebnisse  67 
vierten Chromosomen voraus. Eine günstige Strategie ist deshalb, sich durch M-FISH-
Untersuchungen mit wcp-Sonden einen Überblick über den zu analysierenden Karyotyp 
zu verschaffen. Weiterhin können dadurch erste Aussagen zur Klonalität der zu untersu-
chenden Zellpopulation getroffen werden (siehe Tabelle 8.7, Fall 94). Anschließend soll-
ten durch MCB-Untersuchungen die involvierten Bruchpunkte charakterisiert werden 
(siehe Tabelle 8.7, Fall 97 und 98).  
 
Auf die Ergebnisse der molekularzytogenetischen Untersuchungen im Fall 97 wird näher 
eingegangen (Heller et al., 2003 in press-b). Nach GTG-Bänderung wurde bei einem Pa-
tienten mit einer de-novo-Tumornekrosefaktor-α-Rezeptor-1 assoziierten juvenilen chroni-
schen Arthritis ein hochkomplex veränderter Karyotyp nachgewiesen. Zum Zeitpunkt der 
Knochenmarkpunktion lag bei dem Patienten klinisch bereits ein Übergang in eine thera-
pieassoziierte AML vor. Durch eine M-FISH-Analyse war es möglich, die Chromosomen 
zu identifizieren, welche in die Formierung der 4 Markerchromosomen involviert waren 
(Abb. 3.23 A) – Aussagen zu den chromosomalen Bruchpunkten konnten nicht getroffen 
werden. Durch Einsatz der MCB-Sonden #5, #6, #7, #12, #13 und #19 war eine Charakte-
risierung der Derivativchromosomen möglich. Weiterhin wurden noch Zentromer-Sonden 





Struktur der Chromosomen mit komplex verändertem Karyotyp (Fall 97) 
(A) Durch M-FISH konnten 4 Marker (m1 - m4) identifiziert und deren chromosomale Zusammen-
setzung beschrieben werden. Bei m3 wurde nach M-FISH ausschließlich Material von Chromosom 
13 vermutet. (B) Die Falschfarben nach MCB der Chromosomen 6, 7, 12, 13, und 19 und weiteren 
Hybridisierungen mit Zentromer-Sonden der Chromosomen 6, 7 und 12 sowie der midi 54 sind für 
die Marker m1 - m4 dargestellt. In den mit grau unterlegten Kästchen sind die Falschfarben der 
jeweiligen normalen Chromosomen gezeigt. Der Marker m4 (rechte Bildhälfte) wurde zusätzlich 
noch schematisch dargestellt. 
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Die Karyotypveränderungen konnten nach der molekularzytogenetischen Analyse wie 
folgt beschrieben werden:  
ish 44,XY,-5,der(6)t(6;7)(6pter→6q12::7p22.2→7pter or 7pter→7p22.2),dic(7;19) 





Zusammenfassende Betrachtung zu 3.1.1 – 3.3.2 
Die unter den Punkten 3.1.1, 3.2.1, 3.3.1 und 3.3.2 beschriebenen Fälle (siehe Tabellen 
8.4 - 8.7 im Anhang) gliedern sich wie folgt auf: in 9 Fällen wurden Amnion- bzw. Chorion-
zellen, in 37 Fällen Lymphozytensuspensionen untersucht, in 52 Fällen lagen Knochen-
marksuspensionen vor.  
Die Fälle mit konstitutionellen Veränderungen waren zu 91 % als einfach aberrant zu 
beschreiben (42 Fälle), 9 % (4 Fälle) waren komplex aberrant. In 16 Fällen (35 %) konnte 
der nach GTG-Bänderung erhobene Befund bestätigt werden, in 12 Fällen (26 %) erfolgte 
eine Korrektur der Bruchpunkte und in weiteren 18 untersuchten Fällen (39 %) konnte erst 
nach Einsatz der molekularzytogenetischen Methoden eine Charakterisierung der Aberra-
tionen vorgenommen werden.  
In diesem Kollektiv wurde in 14 Fällen eine klinische Korrelation zwischen Genotyp und 
Phänotyp nachgewiesen. In weiteren 12 Fällen war eine klinische Korrelation nicht sicher 
gegeben, und in 12 Fällen lagen keine (vollständigen) Angaben zur Klinik bzw. dem 
Grund der chromosomalen Analyse vor. In 8 der involvierten Fälle wurde die gleiche 
chromosomale Veränderung der Indexpatienten auch bei einer Elternuntersuchung nach-
gewiesen, die jeweiligen Träger der Aberration waren dabei ohne klinische Auffälligkeiten.  
 
Bei den Untersuchungen tumorspezifischer Veränderungen konnten 35 Fälle (67 %) 
als einfach aberrant beschrieben werden, in 17 Fällen (33 %) lagen komplex aberrante 
Karyotypen vor. Nach der molekularzytogenetischen Analyse konnte in 16 Zellsuspensio-
nen (31 %) der nach GTG-Bänderung beschriebene Karyotyp bestätigt werden, in 17 
Untersuchungen (33 %) mußte eine Korrektur der Bruchpunkte vorgenommen werden, 
und in 19 Fällen (36 %) war erst danach eine Charakterisierung der Aberration(en) und 
eine Beschreibung der Bruchpunkte möglich.  
Die Identifizierung und Beschreibung von Karyotypveränderungen in malignen hämatolo-
gischen Erkrankungen sind ein initialer Teil der Diagnose und haben in vielen Fällen eine 
prognostische Bedeutung. Wie hier gezeigt werden konnte, eignet sich die Methode des 
MCB sehr gut, diese Karyotypveränderungen zu erfassen und ermöglicht dadurch eine 
Beurteilung der an den Aberrationen beteiligten Bruchpunkte. Es wurden verschiedene 
Aberrationen untersucht, so z. B. die inv(3)(q21q26); t(3;3)(q21;q26); inv(16)(p13q22) 
oder t(16;16)(p13;q22), die bekannte Aberrationen des MDS oder der AML sind (Atlas of 
Genetics and Cytogenetics in Oncology and Hematology –edb1). Partielle Monosomien 
der langen Arme der Chromosomen 5, 7 und 13, die aus Deletionen resultieren, sind be-
kannte Befunde, die mit neoplastischen Erkrankungen der myeloischen Zellreihe einher 
gehen. Diese Aberrationen wurden auch in dem hier untersuchten Kollektiv bei MDS, 
AML, CML und JMML-Patienten nachgewiesen (z. B. Fälle 9, 10, 39, 42, 76 - 85, 88). Es 
konnten weiterhin Bruchpunkte identifiziert werden, die bis dato in hämatologischen Er-
krankungen beschrieben wurden, aber entweder in anderen klinischen Entitäten oder mit 
anderen Translokationspartnern vorkommen. So wurde der Bruch in 13q14.2 (Fall 12 – 
AML M1) bisher nur bei lymphatischen Malignomen nachgewiesen. Weitere Bruchpunkte, 
z. B. 7p21 und 7q21.3 (Fall 87 – T-ALL), wurden bisher nicht in Zusammenhang mit hä-
matologischen Erkrankungen beschrieben.  
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Numerische Chromosomenaberrationen als alleinige Veränderungen in malignen Zellen 
wurden in einer Vielzahl von Untersuchungen nachgewiesen. Potentielle kryptische Aber-
rationen konnten mit den bisher zur Verfügung stehendenen Methoden der Chromoso-
men-Bänderung jedoch nicht erfaßt werden.  
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob mit der neuen Methode des MCB ein Verfah-
ren zur Verfügung steht, mit dem es möglich ist, bis dato kryptische Aberrationen und die 
darin involvierten Bruchpunkte zu identifizieren und mögliche Unterschiede in tri- oder 
tetrasomen Tumorzellpopulationen zu beschreiben.  
 
3.3.3 Fälle mit einer Trisomie 8 lassen mittels MCB für Chromosom 8 keine Aber-
ration erkennen 
Die im Rahmen dieser Studie erhobenen Rohdaten wurden zum Teil von Dr. L. Brecevic 
im Rahmen eines von der Sander-Stiftung gefördeten Projektes und weiterhin von M. 
Glaser im Rahmen eines von der Promovierenden betreuten Großpraktikums erhoben. 
 
Es wurden Zellsuspensionen von Patienten mit einer myeloischen Erkrankung retrospek-
tiv untersucht, in welchen nach GTG-Bänderung Metaphaseplatten mit Trisomie bzw. Te-
trasomie 8 nachweisbar waren. In die Studie waren sowohl Patienten integriert, die eine 
Trisomie 8 als alleinige Aberration aufwiesen, als auch Patienten, die neben einer Triso-
mie 8 noch strukturelle Veränderungen anderer Chromosomen zeigten (Tab. 8.8). Mit der 
MCB-Technik konnten in den untersuchten Metaphaseplatten jeweils 20 Banden pro 
Chromosom 8 erzielt werden (Abb. 3.24), was einer Auflösung von 510 Banden pro 
haploiden Chromosomensatz entspricht (Heller et al., 2003-in press a).  
Acht Fälle wurden untersucht, in welchen eine Trisomie 8 als alleinige Aberration vorlag. 
Die Zahl der untersuchten Metaphaseplatten mit Trisomie 8 lag zwischen 2 (Fall 105) und 
172 (Fall 104). Im Fall 101 wurde eine Metaphaseplatte mit einer Tetrasomie für das 
Chromosom 8 gefunden. Nach Vergleich sowohl der Echtfarben, der Fluorochromprofile 
und der Falschfarben ergaben sich keine Hinweise auf das Vorliegen einer chromoso-
malen Aberration in den analysierten Chromosomen 8.  
Fünf Fälle (Fall 107 - 111) wurden untersucht, die neben einer Trisomie (oder Tetrasomie) 
8 noch zusätzliche strukturelle Aberrationen anderer Chromosomen aufwiesen (siehe 
Tab. 8.8). Die Zahl der analysierten Platten mit Trisomie 8 lag zwischen 7 und 45. Im Fall 
108 konnten 12 Metaphaseplatten identifiziert werden, in denen jeweils eine Tetrasomie 
für Chromosom 8 vorlag.  
Nach Auswertung der im jeweiligen Fall zur Verfügung stehenden Hybridisierungsbilder 
fand sich kein Hinweis auf das Vorliegen einer kryptischen chromosomalen Aberration 




Vier repräsentative Fälle 
der MCB #8-Studie mit Di-, 
Tri- und Tetrasomie sowie 
einer Strukturaberration 
der Chromosomen 8 
Es sind invertierte DAPI-
Bilder und die entspre-
chenden Falschfarben dar-
gestellt. Im Fall 104 wurde 
nach GTG-Bänderung eine 
Bandenauflösung von 150 
Banden, nach MCB ca. 500 
Banden pro haploiden 
Karyotyp erreicht. Im Fall 
111 wurde mit MCB #8 eine 
Translokation t(8;21) be-
stätigt.  
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3.4 Eingrenzung der Bruchregionen einer t(16;21) mittels MCB und 
Nachweis einer FUS/ERG-Genfusion 
Eine weiterführende molekulargenetische Analyse, z. B. die Suche nach einer möglichen 
Genfusion, ist erst dann denkbar, wenn die chromosomale Zusammensetzung der an 
einer Aberration beteiligten Chromosomen aufgeklärt ist und die involvierten Bruchpunkte 
bekannt sind. An dem nun folgenden Fall soll die prinzipielle Strategie einer Charakterisie-
rung von Bruchpunkten bis auf Genebene (im speziellen Fall: Nachweis einer Genfusion) 
nach chromosomaler Bruchpunktbeschreibung mittels MCB dargestellt werden. 
Nach der GTG-Analyse von Knochenmarkchromosomen eines 22 jährigen Patienten mit 
einer c-ALL (Fall 48, siehe Anhang Tabelle 8.6) wurde ein verkürztes Chromosom 16 so-
wie ein vergrößertes Chromosom 21 beschrieben. Nach der Hybridisierung mit MCB-
Sonden für die Chromosomen 16 und 21 konnte die Translokation folgendermaßen be-
schrieben werden: t(16;21)(p11;q22) (Abb. 3.25). Eine M-FISH Hybridisierung wurde an-
geschlossen, um mögliche zusätzliche Aberrationen sichtbar zu machen. Es wurde eine 
weitere unbalancierte Translokation zwischen den Chromosomen X und 4 identifiziert, die 
nach GTG-Bänderung nicht genau beschrieben werden konnte, und der Karyotyp lautet: 
46,XY,t(16;21)(p11;q22) .ish der(4)t(X;4)(p22.?2;p16),t(16;21)(p11;q22).  
Eine Recherche im „Catalog of chromosome aberrations in cancer“ (Mitelman, 1998) und 
im „Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Hematology“(edb1) erbrachte 
keine Hinweise auf eine frühere Beschreibung der unbalancierten Translokation der 
Chromosomen X und 4 bezüglich hämatologischer Malignome.  
Die t(16;21)(p11;q22) ist hingegen als eine Aberration beschrieben, die mit einer Genfu-
sion der Gene TLS/FUS (im folgenden nur FUS genannt) und ERG einhergeht (siehe 
Abb. 3.27). Daraufhin wurde überprüft, ob auch in Fall 48 eine FUS-ERG-Genfusion vor-
liegt.  
Aus fixierten Zellen konnte RNA präpariert werden, die in c-DNA umgeschrieben wurde. 
Eine Nested-PCR mit den Primern 4F1 und T1 (binden im FUS-Gen) und 8R und E2 (bin-
den im ERG-Gen) (siehe Abb. 3.26) ergab ein 383 bp langes Produkt. Eine Sequenzie-
rung des Fragments in beide Richtungen (Sequenzdaten siehe Anhang Abb. 8.2) und ein 
Datenbankvergleich (edb7) ergab eine 100 %ige Sequenzhomologie mit der FUS-Gense-
quenz von Nukleotid 817 bis 877 (Accession Nr: NM_004960) und der ERG-Gensequenz 
von Nukleotid 590 bis 762 (Accession Nr: M21535) mit bekannten Sequenzen von FUS 
und ERG.  
Ein Vergleich der gefundenen Genfusion mit den publizierten Daten ließ erkennen, daß 
eine bis dato nicht beschriebene Exonfusion zwischen Exon 7 des FUS-Gens und Exon 8 
des ERG-Gens vorliegt (Abb. 3.27, siehe Diskussion). 




Abb. 3. 25 
Identifizierte Bruchpunkte nach MCB #16 
(Fall 48) 
Nach Hybridisierung mit MCB #16 konnte die 
Translokation wie folgt beschrieben werden: 
ish t(16;21)(p11;q22).  
Im oberen Bildabschnitt sind invertiertes DAPI-
Bild und Falschfarben des normalen #16 zu 
sehen, in der unteren Bildhälfte sind die 
derivativen Chromosomen 16 und 21 
dargestellt. Grau unterlegt sind die jeweils 
nicht markierten Bereiche des Chromosom 21.















Schematische Darstellung der ge-
fundenen FUS/ERG Exonfusion (1) im 
Vergleich zu den bekannten 
Exonvarianten (A-D)  
(Kong et al., 1997)  
Die schraffierten Kästchen 
repräsentieren dabei FUS-Exon 
Sequenzen, die schwarzen Kästchen 
stellen die ERG-Exon Sequenzen dar.  
Die Zahlen über den Kästchen 
entsprechen den Exons der jeweiligen 
Gene.  
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3.5 Grenzen der MCB-Methode 
3.5.1 Nicht eindeutig charakterisierbare Fälle 
In Tabelle 8.9 wurden die Fälle aufgelistet, bei denen nach Hybridisierung der entspre-
chenden MCB-Sondenmixe kein eindeutiges oder kein Ergebnis erzielt werden konnte 
bzw. eine Übereinstimmung mit dem GTG-Ergebnis nicht möglich war.  
 
Die hier beschriebenen Fälle können wie folgt eingeordnet werden: 
• Fälle mit kleinen Deletionen (Fälle 112 - 115) 
• Fälle, bei welchen nach GTG-Bänderung fraglich war, ob eine Aberration vorliegt 
(Fälle 116 - 122) und 
• Fälle, die durch unterschiedliche Zellklone charakterisiert waren (Fälle 123, 124). 
 
 
In den Lymphozyten eines noch sehr jungen Patienten mit klinischen Auffälligkeiten (Fall 
112) wurde nach der GTG-Bänderung eine Translokation t(3;21)(q21;q22.3) de-novo be-
schrieben. Nach Hybridisierung der MCB-Mixe für #3 und #21 konnte im Chromosom 3 
keine eindeutige Bruchpunktzuweisung erfolgen, die chromosomalen Banden 3q21 oder 
3q23 wurden angegeben. Parallel zu der MCB-Untersuchung führte Dr. H. Tönnies, 
Berlin, eine CGH-Analyse durch und konnte im Chromosom 3 eine Deletion in 3q22 - q23 
nachweisen. Die deletierte Region entspricht dabei genau dem Bereich, der nach MCB 
nicht eindeutig beurteilt werden konnte. Ein Zusammenhang zwischen den beschriebenen 
klinischen Auffälligkeiten des Patienten und dem aberranten Karyotyp ist wahrscheinlich.  
Eine Deletion der Telomerregion im langen Arm von Chromosom 4 konnte in Fall 113 erst 
dann nachgewiesen werden, als die MCB-Sonde #4 mit einer Subtelomer-Sonde für 4q 
kombiniert wurde. Eine eindeutige Aussage bezüglich der Deletion mit dem MCB-Mix 
alleine war in diesem Fall nicht möglich.  
Das Vorliegen einer Deletion in 10q26 (Fall 114) wurde nach Auswertung der Fluoro-
chromprofile und Falschfarb-Banden für MCB #10 vermutet, konnte aber nicht in allen 
untersuchten Chromosomen 10 sicher nachgewiesen werden. 
Im Fall 115 wurde durch YAC-Sonden eine Deletion in 8p23.1 bestätigt (mündliche Mit-
teilung von Dr. M. Volleth, Magdeburg), die nach Hybridisierung mit dem MCB #8-Mix 
nicht identifiziert werden konnte.  
 
In den Fällen 116 und 117 wurden nach Giemsa-Bänderung fragliche Bandenabfolgen in 
den kurzen Armen der Chromosomen 16 bzw. 17 beschrieben, die allerdings keinem be-
stimmten Aberrationsmuster zuzuordnen waren. Die daraufhin durchgeführte MCB-Ana-
lyse mit den entsprechenden Chromosomen zeigte in beiden Fällen eine regelrechte Si-
gnalverteilung und ließ die Beschreibung einer Aberration nicht zu.  
In 5 weiteren Knochenmarksuspensionen (Fälle 118 - 122) wurden ebenfalls fragliche 
Bandenabfolgen nach der Giemsa-Bänderung beschrieben, auch in diesen Fällen konnte 
nach Hybridisierung der entsprechenden Sondenmixe keine auffällige Signalkonstellation 
der jeweiligen Chromosomen nachgewiesen werden.  
 
In Knochenmarkzellen einer Patientin mit einer AML M2 (Fall 123) wurde nach GTG-Bän-
derung eine Inversion im langen Arm von Chromosom 3 beschrieben. Eine Hybridisierung 
der MCB-Sonde #3 auf Metaphaseplatten der Patientin ließ jedoch keine Aberration er-
kennen. In einem weiteren Fall (124) wurde ebenfalls eine inv(3) vermutet, auch hier war 
es nicht möglich, in den untersuchten Metaphaseplatten nach MCB #3 eine abweichende 
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3.5.2 Robertsonsche Translokationen lassen durch FISH mit spezifischen Son-
den der acro-p11-Region konservierte Bruchpunkte erkennen 
MCB-Untersuchungen der kurzen Arme der akrozentrischen Chromosomen sind aufgrund 
ihres Gehalts an repetitiver DNA und der dadurch resultierenden Sequenzhomologien 
nicht möglich und sind dadurch „Grenzfälle“ für den Einsatz der MCB-Methode.  
Eine Charakterisierung der p-Arme dieser Chromosomen kann durch spezifische Plasmid-
sonden erfolgen. 
 
Robertsonsche Translokationen – de-novo entstandene chromosomale Rearrangements 
zweier akrozentrischer Chromosomen - stellen eine geeignete Zielgruppe für die Untersu-
chung der molekularen Mechanismen ihrer Entstehung dar. In einem ersten Schritt erfolgt 
deshalb die Charakterisierung der chromosomalen Bruchpunkte.  
 
Die hier vorgestellten Untersuchungen wurden im Rahmen eines von Boehringer Ingel-
heim Fonds geförderten 2-monatigen-Forschungsaufenthaltes im Labor von Prof. Dr. L.G. 
Shaffer, Department of Molecular and Human Genetics am Baylor College of Medicine, 
Houston, USA, durchgeführt. 
 
In dieser Arbeit wurden 17 Fälle mit rob(13;14) und 4 Fälle mit rob(14;21) mit spezifischen 
Plasmidsonden untersucht (Bandyopadhyay et al., 2002) (Tab. 8.10).  
Folgende, über Nick-Translation markierte Plasmide wurden eingesetzt: 
- pTRS-47 ist lokalisiert in der p11-Region von Chromosom 14 und 22 und enthält DNA 
der Satelliten-III-Subfamilie (Choo et al., 1990) 
- DNA der Satelliten-III-Subfamilie ist ebenfalls in Klon pTRS-63 enthalten; er hybridi-
siert in 14p11 distal zum Plasmid pTRS-47 (Choo et al., 1992) 
- pTRI-6 enthält DNA der Satelliten-I-Subfamilie (Kalitsis et al., 1993) und ist spezifisch 
für Chromosom 13 in p11 und Chromosom 21p 
- pU 6.2 markiert die 18S r-RNA, welche sich in der Region p12 aller akrozentrischen 
Chromosomen befindet (Wilson et al., 1978).  
Um die Identifikation der Translokationschromosomen in der Metaphaseplatte zu erleich-
tern, wurden zur Hybridisierung Subtelomersonden für die Chromosomen 13q, 14q oder 
21q eingesetzt. Folgende Sonden wurden jeweils kombiniert: 
Set 1: pTRS-47, pTRS-63 und Subtelomer 14q oder 21q 
Set 2: pTRI-6, pU 6.2 und Subtelomer 13 q oder 21q. 
 
Die Ergebnisse sind in Tabelle 8.10 zusammengestellt.  
Alle Translokationschromosomen rob(13;14) waren positiv für das Plasmid pTRI-6 auf 
Chromosom 13 und die Translokationschromosomen rob(14;21) zeigten ein Signal auf 
dem Chromosom 21, während die r-DNA-Sequenzen (Sonde pU 6.2) in den an der 
Translokation beteiligten akrozentrischen Chromosomen deletiert waren (Abb. 3.28 A, C). 
In den an der Translokation beteiligten Chromosomen 14 konnten jeweils keine Signale 
für das Plasmid pTRS-63 nachgewiesen werden, wobei mit Sonde pTRS-47 in allen Fäl-
len ein Signal sichtbar war (Abb. 3.28 B, D).  
 














3.6 Durch MCB sichtbare Unterschiede in der Bruchpunktverteilung bei 
konstitutionellen und tumorspezifischen Aberrationen 
Eine weiterführende Beurteilung der mittels MCB und anderen molekularzytogenetischen 
Methoden beschriebenen Bruchpunkte wurde mit dem Ziel vorgenommen, Unterschiede 
der Bruchpunktverteilung zwischen konstitutionellen und tumorspezifischen Aberrationen 
aufzuzeigen.  
 
In einem 1. Schritt erfolgte dabei eine Beurteilung der Bruchpunktlokalisation entlang der 
Chromosomenarme. Alle in dieser Arbeit beschriebenen Bruchpunkte konstitutioneller 
Aberrationen, die jeweils auf den q-Armen der Chromosomen lagen, wurden dabei gra-
fisch mit ihrer relativen Lage im Chromosomenarm auf einer Skala von 1 - 100 aufgetra-
gen (Abb. 3.29). Ausgenommen waren dabei Brüche im Zentromer bzw. in der hetero-
chromatischen Region. Vergleichend dazu wurde die Verteilung der Bruchpunkte in den 
Tumor-Fällen und bei den untersuchten Primaten-Zellinien dargestellt. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurden bei konstitutionellen Aberrationen in den langen Armen der Chromosomen 
60 Bruchpunkte und bei tumorspezifischen Aberrationen 105 Bruchpunkte beschrieben. 
Nach MCB-Analyse der GGO- und HLA-Chromosomen wurden 45 Bruchpunkte, im q-Arm 
gelegen, identifiziert.  
Es konnte innerhalb der 3 miteinander verglichenen Entitäten eine relative Gleichvertei-





spezifischen Sonden der 
Satelliten-DNA Unter-
familien der Region p11 
Es sind jeweils partielle 
Metaphaseplatten darge-
stellt. Die Translokations-
chromosomen sind durch 
Pfeile markiert. 
Bilder A, B entsprechen 
Fall 132 mit einer 
rob(13;14); Bilder C und D 
entsprechen Fall 145 mit 
einer de-novo rob(14;21). 
(A) pTRI-6 (grün), pU6.2 
(rot) und subtel 13q (rot) 
wurden hybridisiert. Der 
Bruchpunkt liegt zwischen  
der Sonde pTRI-6 (Signal noch vorhanden) und pU6.2 (rDNA).  (B) Die Sonde pTRS-47 (grün) 
kann noch auf dem rob(13;14) nachgewiesen werden, pTRS-63 (rot) ist deletiert, subtel14q (grün) 
markiert das Robertsonsche Chromosom.  (C) FISH mit pTRI-6 (grün) und einer r-DNA-Sonde 
(pU6.2, rot) zeigt, daß der Bruchpunkt zwischen pTRI-6 und pU6.2 liegt. Subtel 21q ist rot markiert. 
(D) Nach Hybridisierung der Sonden pTRS-47 (grün), pTRS-63 (rot) und subtel 21q (rot) zeigte 
sich, daß der Bruchpunkt zwischen pTRS-47 und pTRS-63 liegt. Die Sonden pTRS-47 und pTRS-
63 führen auf dem Chromosom 9 zu Kreuzhybridisierungen (gelbe Signale). 
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Weitere Vergleiche bezogen die Bruchpunkte, sowohl des p- als auch des q-Arms der 
Chromosomen, bezüglich ihrer Lage in GTG-positiven oder –negativen Banden ein. Auch 
hier wurden die Bruchpunkte konstitutioneller Aberrationen mit den beschriebenen Aber-
rationen in den Tumor-Fällen verglichen. Es erfolgte gleichzeitig eine Erfassung der 
Bruchpunktlokalisation in den in dieser Arbeit untersuchten Primaten-Zellinien (Abb. 3.30). 
Brüche im Zentromer bzw. in der heterochromatischen Region wurden nicht in die Aus-
wertung miteinbezogen. Auffallend war in den Fällen mit konstitutionellen Aberrationen 
eine Häufung der Bruchpunkte in den Giemsa-negativen Banden, wobei 64 der 88 erfaß-
ten Bruchpunkte (73 %) in Giemsa-negativen Regionen lokalisiert waren. In den Fällen mit 
tumorspezifischen Aberrationen lagen 63 Bruchpunkte (47 %) in Giemsa-positiven Ban-
den, 72 Bruchpunkte (53 %) lagen in Giemsa-negativen Banden. In den GGO- und HLA-
Chromosomen wurden insgesamt 69 Bruchpunkte identifiziert, dabei waren 36 Bruch-
punkte (52 %) in Giemsa-negativen Banden und 33 Bruchpunkte (48 %) in Giemsa-positi-



































Bruchpunkt-Zuordnung zum GTG-Bandenstatus 
Affenzellinien
 Fälle mit konstitutionellen 
Aberrationen 




































Alle in dieser Arbeit 
mittels MCB ermittel-
ten Bruchpunkte, die 
in den langen Armen 
der Chromosomen 
lagen, wurden mit 
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4 Diskussion 
Die Diskussion ist in 2 Teile gegliedert. Im 1. Teil werden die angewandten Methoden und 
anschließend die durch sie erzielten Ergebnisse bei Bruchpunktanalysen diskutiert. 
 
4.1 Multicolor-Bänderungstechniken 
Durch die Etablierung von Multicolor-Bänderungsmixen wurden Sonden verfügbar, die 
eine Charakterisierung chromosomaler Bruchpunkte auf Sub-Bandenlevel ermöglichen.  
 
4.1.1 Eigenschaften des auf Mikrosezierungssonden basierenden MCBs 
Es wurden für alle 24 menschlichen Chromosomen MCB-Sondenmixe – basierend auf 
Mikrosezierungsonden – konstruiert (Liehr et al., 2002). Bei der Herstellung der Mikrose-
zierungsbanken erwies sich ein etwas „ungenaueres“ Schneiden der Fragmente als gün-
stig, da so eine annähernd Gaußsche Verteilung der resultierenden Fluoreszenzsignale 
erzielt werden konnte. In den dadurch entstehenden „Randbereichen“ ergeben sich somit 
andere Fluoreszenzintensitäten, denen mit Hilfe der angewandten Software weitere 
Falschfarb-Banden zugeordnet werden können. Die Herstellung überlappender Mikrose-
zierungsbanken gewährleistet zudem eine lückenlose Abdeckung des gesamten Genoms, 
und eine Beurteilung aller chromosomalen Bereiche (mit Ausnahme der Zentromer-Berei-
che) wird möglich. Die eigentlichen Zentromer-Sequenzen sind in den MCB-Sondenmixen 
nicht enthalten bzw. werden durch die angewandte CISS-Hybridisierung (Lichter et al., 
1988) abgeblockt. 
Nach Hybridisierung und Bildbearbeitung ermöglicht die ISIS-Software eine Falschfarb-
Zuordnung entlang der Chromosomen abhängig von den Fluorochromkombinationen und 
den Signalintensitäten. Es wurden sogenannte Standard-Farbklassifikatoren definiert, die 
die Reproduzierbarkeit der MCB-Muster relativ unabhängig von der Länge der Chromo-
somen gewährleisten (siehe auch Abb. 3.24). Prinzipiell kann die Falschfarb-Banden-
Auflösung, entsprechend des zu analysierenden Falles und der eingesetzten Sonde, 
durch eine einfache Modifikation der ISIS-Software innerhalb bestimmter Zahlenwerte 
(methodisch bedingt durch die Software-Version) variiert werden (Liehr et al., 2002). 
Diese Möglichkeit der Veränderung der Auflösung chromosomaler Banden nur alleine 
durch eine Software-Applikation ohne zusätzliche präparatorische Maßnahmen der 
Chromosomen oder weitere Hybridisierungen wurde bisher nur in Zusammenhang mit der 
MCB-Technik beschrieben. 
Die Anzahl der zu erzielenden Farb-Banden ist von der Qualität der regionspezifischen 
Einzelbanken bzw. deren Hybridisierungseffiziens abhängig und wird auch durch die Qua-
lität der Chromosomenpräparate bestimmt. Im Verlauf der hier durchgeführten Arbeiten 
war es notwendig, Einzelbanken innerhalb bestimmter MCB-Mixe durch weitere mittels 
Mikrosezierung hergestellter Banken zu optimieren. In einigen MCB-Mixen traten gleiche 
Falschfarb-Banden aufgrund identischer Fluorochrom-Profile auf. Durch eine Umstellung 
des jeweiligen Markierungsschemas konnten solche Probleme größtenteils behoben wer-
den. Eine sichere Unterscheidung der Fluoreszenzsignale der DNA-Sonden in den Ein-
zelbildern ist nur dann gewährleistet, wenn geeignete Fluorochrome und Filter zur Verfü-
gung stehen. Die Fluorochrome Cy5 und Cy5.5 z. B. können aufgrund der relativ dicht 
beieinander liegenden Emissionsspektren (siehe Abb. 8.1) – besonders bei schwachen 
Hybridisierungssignalen – zu Durchscheineffekten führen und somit direkt die Qualität der 
resultierenden Falschfarb-Banden beeinflußen. Durch optimierte Filter, die nur für Licht 
eines engen Wellenlängenbereiches durchlässig sind oder durch Einsatz von Fluoro-
chromen mit einem anderen Emissionsspektrum, z. B. DEAC, können solche Effekte ver-
mieden werden. Eine Erhöhung der Auflösung nach MCB könnte durch den Einsatz zu-
sätzlicher, durch geeignete Filter unterscheidbarer Fluorochrome erreicht werden, da so 
Fluorochrom-Profile resultieren, die durch weitere Falschfarben darstellbar sind. Bislang 
sind allerdings keine weiteren geeigneten Fluorophore erhältlich.  
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In einigen Hybridisierungen der MCB-Mixe wurde das Phänomen der Überstrahlung von 
Fluoreszenzsignalen beobachtet (Speicher et al., 1996). Dieses kann - meist in den refu-
sionierten Bereichen der Chromosomen - zu einer irregulären Falschfarb-Bande führen 
(Chudoba et al., 1999; Weise et al., 2002), da die Falschfarben entsprechend den Fluo-
reszenzintensitäten zugeordnet werden. Eine sorgfältige Beurteilung der einzelnen Fluo-
rochromprofile ist neben der Beurteilung der Farb-Banden notwendig, um Aussagen über 
die involvierten chromosomalen Regionen zu treffen und Fehlinterpretationen bezüglich 
der resultierenden Farb-Bänderung zu vermeiden.  
Die mit allen verfügbaren MCB-Mixen erzielbare Auflösung liegt nach Anwendung der 
Standard-Klassifikatoren zwischen 400 - 800 Banden pro haploiden Karyotyp, so konnte 
z. B. für Chromosom 20 eine Auflösung von ca. 400 Banden erzielt werden, 550 Banden 
wurden für Chromosom 5 (Chudoba et al., 1999; Lemke et al., 2001) und 800 Banden für 
Chromosom 22 nachgewiesen (Liehr et al., 2002). 
In der hier vorliegenden Arbeit wurde in den Fällen mit konstitutionellen Aberrationen eine 
Auflösung von ca. 450 - 550 Banden pro haploiden Karyotyp erzielt, eine Auflösung, die 
auch in der Routine-Zytogenetik von Lymphozyten erzielt werden kann. Nach Analyse 
tumorspezifischer Veränderungen lag die Auflösung zwischen 400 - 550 Banden (Heller et 
al., submitted-1) und war somit deutlich über der nach konventioneller GTG-Färbung er-
zielbaren Bänderung von Knochenmark-Chromosomen. In den ZOO-FISH-Untersuchun-
gen konnten zwischen 360 - 380 Falschfarb-Banden dargestellt werden (Mrasek et al., 
2001, 2003) (siehe auch 4.5). Als Ursache der niedrigeren Auflösung kann die - im Ver-
gleich zur Hybridisierung auf humanen Metaphaseplatten - geringere Hybridisierungseffi-
ziens angesehen werden.  
Das Ziel, mittels MCB chromosomale Bruchpunkte auf einem Bandenniveau ≥ 550 Ban-
den pro haploiden Karyotyp zu charakterisieren, konnte nicht in allen untersuchten Aber-
rationen aufgrund der oben genannten Einschränkungen bezüglich der Qualität der MCB-
Sonden, unterschiedlicher Hybridisierungseffizienzen und der methodischen Limitation 
beim Erstellen der Farbklassifikatoren erreicht werden. Die Beschreibung der Bruchstellen 
war aber sehr wohl mit einer höheren Genauigkeit möglich, als bei Routine-diagnosti-
schen Untersuchungen erzielt werden kann. Die DNA-spezifische Färbung durch MCB 
erlaubt eine Charakterisierung chromosomaler Aberrationen, deren Bandenabfolge nach 
Giemsa-Bänderung nicht oder nur ungenau zugeordnet werden kann (siehe Abb. 1.1 B). 
Neben der Identifizierung chromosomaler Bruchpunkte ist durch MCB weiterhin eine Be-
schreibung der Orientierung des/der derivativen Bereiche(s) möglich.  
 
Die MCB-Sondensets können zum einen zur gezielten Analyse einzelner aberrant verän-
derter Chromosomen eingesetzt werden, oder - wie unlängst von Fr. Weise gezeigt wer-
den konnte - in einem Multitude-MCB-Mix, der durch die simultane Hybridisierung aller 
MCB-Sonden gleichzeitig eine Analyse des gesamten Chromosomensatzes erlaubt (per-
sönliche Mitteilung von A. Weise) (Abb. 8.3, siehe auch 4.6). 
 
4.1.2 Evaluierung der MCB-Methode 
Die MCB-Methode wurde durch verschiedene Strategien mittels anderer Techniken der 
in-situ Hybridisierung und/oder durch Einsatz lokusspezifischer Sonden evaluiert. In 10 
Fällen mit konstitutionellen und in 5 Fällen mit tumorspezifischen Veränderungen wurden 
so unterschiedliche Aberrationsmuster vergleichend untersucht, um Aussagen zur Zuver-
lässigkeit und Auflösung der MCB-Methode zu ermöglichen.  
Die zur Evaluierung gewählten Strategien waren zum einen abhängig von der Verfügbar-
keit weiterer Methoden oder Sonden zum Zeitpunkt der Analyse, zum anderen natürlich 
vom Aberrationstyp und den vermuteten Bruchpunkten selber. Im folgenden werden kurz 
die Anwendungsmöglichkeiten und Auflösungsgrenzen der einzelnen Evaluierungsme-
thoden erläutert.  
M-FISH-Analysen mit wcp-Sonden erlauben Aussagen zum vorliegenden Aberrationstyp, 
ausgenommen davon sind meist intrachromosomale Rearrangements, wie Inversionen, 
Deletionen und Duplikationen, und geben einen ersten Überblick über die an einer Aber-
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ration beteiligten Chromosomen. Nach M-FISH sind oft keine konkreteren Angaben zu 
den involvierten Bruchpunkten möglich (Liehr und Claussen, 2002a). Gerade bei komplex 
veränderten Karyotypen hat es sich insgesamt als günstig herausgestellt, in einem ersten 
Schritt eine M-FISH-Analyse mit wcp-Sonden durchzuführen (u.a. siehe Fall 26, 27). In 
tumorzytogenetischen Fällen kann durch eine vorgeschaltete M-FISH zudem eine Aus-
sage zur Klonalität der zu untersuchenden Zellen getroffen werden (siehe Fall 27) (Heller 
et al., in press-c). Aberrationen, die die Zentromer-Region oder die kurzen Arme der akro-
zentrischen Chromosomen betreffen, können mit M-FISH u. U. nicht aufgelöst werden – 
siehe Fall 21.  
In Fall 21 war erst nach einer Mikrosezierung und Reverse-painting der entsprechenden 
DNA-Sonde eine Identifikation der partiell trisom vorliegenden Region im Chromosom 6 
möglich (Trifonov et al., 2003). Die Mikrosezierung mit anschließendem Reverse-painting 
erlaubt eine relativ genaue Charakterisierung der in die Aberration involvierten Regionen. 
Aussagen über die Reihenfolge der chromosomalen Bereiche und deren Orientierung in 
den derivativen Chromosomen sind hingegen nicht möglich (siehe z. B. Fall 26) (Heller et 
al., 2003).  
Durch eine CGH können Aussagen bezüglich Regionen mit Zugewinnen oder Verlusten 
chromosomalen Materials getroffen werden, balancierte Umbauten sind nicht nachweis-
bar. Nach CGH kann der vorliegende Aberrationstyp meist nicht beschrieben werden 
(Kallioniemi et al., 1993). So war es z. B. im Fall 13 nicht möglich, nach Micro-CGH Aus-
sagen über den Insertionspunkt und die Orientierung der duplizierten Region zu treffen. 
Im Fall 27 konnten nach Micro-CGH alle unbalanciert vorliegenden chromosomalen Re-
gionen identifiziert werden. Die Beschreibung der vorliegenden Aberrationen und der in-
volvierten Bruchpunkte war jedoch erst nach MCB möglich (siehe Abb. 3.13). Gerade bei 
Fällen mit tumorspezifischen Aberrationen können Abweichungen zwischen dem Ergebnis 
nach CGH und der Analyse von Metaphasechromosomen auftreten, da Interphasekerne 
und Metaphaseplatten unterschiedliche Proliferationseigenschaften besitzen können 
(Rooney und Czepulkowski, 1992) und durch CGH ein weiterer – nicht proliferierender - 
Zellklon erfaßt werden kann. So wurde im Fall 27 mittels Micro-CGH der Verlust chromo-
somalen Materials in 14q21 - q31 detektiert (siehe Abb. 3.13 C), welcher nach GTG, M-
FISH und MCB nicht nachweisbar war. Das Vorliegen eines DOP-PCR-Artefaktes ist 
ebenfalls zu diskutieren, wenngleich verschiedene Autoren in ihren Untersuchungen keine 
Unterschiede von DOP-amplifizierter zu nichtamplifizierter DNA nachweisen konnten 
(Harada et al., 2000; Larsen et al., 2001).  
Durch den Einsatz lokusspezifischer Sonden war es möglich, die MCB-Ergebnisse zu 
bestätigen (Fall 15, 16, 18, 19, 22), in einigen Fällen konnte eine Präzisierung der Ergeb-
nisse erzielt werden (Fall 14, 17). Im „Idealfall“ ist mittels lokusspezifischer Sonden eine 
Eingrenzung und Identifizierung chromosomaler Bruchregionen mit Bruchpunktflankieren-
den oder –überspannenden YAC oder BAC-Sonden möglich (siehe Fall 13 – Abb. 3.8) 
(Heller et al., 2000a). Gleiche Beobachtungen wurden auch von Weise und Mitarbeitern 
(2002) beschrieben. 
In Abb. 4.1 sind verschiedene molekularzytogenetische Methoden gegenübergestellt be-
züglich ihrer Fähigkeit, chromosomale Rearrangments aufzulösen und damit der Möglich-
keit, Bruchpunkte exakt zu beschreiben.  
 
Eine weitere denkbare Möglichkeit, die MCB-Methode zu evaluieren, wäre durch den Ein-
satz der Matrix-CGH (Lichter et al., 2000) gegeben. Diese chip-Technologie stand zu dem 
Zeitpunkt der Durchführung dieser Arbeiten allerdings noch nicht zur Verfügung. Zudem 
erlaubt dieses Verfahren, ähnlich wie die herkömmliche CGH, nur eine Detektion von 
chromosomalen Imbalancen und läßt keine Aussagen zu den involvierten Bruchpunkten 
auf zytogenetischer Ebene zu. 
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4.1.3 Vergleich YAC/BAC-MCB zu MCB basierend auf Mikrosezierungssonden 
Für die Chromosomen 2, 13 und 22 war ein MCB-Mix entwickelt worden, der auf lokus-
spezifischen YAC- und BAC-Sonden basierte (Hybridisierungsbilder des YAC/BAC-MCB 
für die Chromosomen 2 und 22 bei Liehr et al., 2002a).  
Die theoretischen Erwartungen, durch den Einsatz lokusspezifischer Sonden mehr Flexi-
bilität und exaktere Aussagen zu den Bruchpunkten erzielen zu können, wurden nicht 
erfüllt.  
Neben dem Problem, daß die molekulargenetischen Kartierungen in 60 % nicht mit der 
molekularzytogenetischen Lokalisation der einzelnen YAC-Sonden übereinstimmte (Abb. 
3.1 B), war keine komplette Abdeckung der gesamten Chromosomen möglich (Abb. 3.1 
D). Dieses kann unter anderem dadurch bedingt sein, daß Bereiche, die repetitive DNA-
Sequenzen enthalten, nicht klonierbar sind bzw. durch den Einsatz von COT-1-DNA bei 
der Hybridisierung abgeblockt werden. Für das ebenfalls getestete Chromosom 22 wurde 
beschrieben, daß große Abschnitte des Chromosoms evolutiv konservierte low-copy-
DNA-repeats enthalten (Shaikh et al., 2001), die durch lokusspezifische Sonden nicht 
markiert werden können.  
Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, daß eine konzentrationsabhängige Zusam-
menstellung der lokusspezifischen Sonden in 5 DNA-Pools nicht zu der erwarteten Gauß-
schen Verteilung der resultierenden Fluorochrom-Profile führte (Abb. 3.1 C). Die Schwan-
kungen der Signalintensitäten der einzelnen Sonden sind unseren Beobachtungen zu-
folge zu groß, so daß eine Feinabstufung vom Randbereich der DNA-Pools hin zur Mitte 
nicht erreicht werden kann.  
Im Vergleich zu den auf Mikrosezierungssonden basierenden MCB-Mixen sind die 
YAC/BAC-basierenden MCBs durch weniger und wesentlich inhomogenere Falschfarb-
Banden charakterisiert. Die inhomogenen, teilweise „inselartig“ erscheinenden Falschfar-
ben sind wahrscheinlich darauf zurückzuführen, daß im Vergleich zu Mikrosezierungs-
sonden nur sehr wenige homologe Sequenzen (wenige kb bis ca. 1 Mb) in der als Bande 
definierten Region hybridisieren.  
Die besten Bänderungsergebnisse konnten durch eine Kombination von lokusspezifi-
schen Sonden mit Mikrosezierungssonden erzielt werden, sowohl für Chromosom 13 als 
auch für das von Fr. Weise etablierte YAC/MCB für Chromosom 2 (Liehr et al., 2002a; 
Weise et al., 2002).  
Die Fluoreszenzprofilkurven und die resultierende Farb-Bänderung für Chromosom 22 
war – verglichen mit den YAC/BAC-MCB der Chromosomen 13 und 2 – besser. Eine Ur-
sache dafür könnte die Anzahl der Klone sein, die pro chromosomaler Bande eingesetzt 
wurden. Auf dem 440 Bandenlevel waren das ~10 Klone pro Bande bei den Chromoso-
men 13 und 22, aber nur ~4 Klone für Chromosom 2 (Liehr et al., 2002a).  
Chromosom 13 ist im Vergleich zu den Chromosomen 2 und 22 vom GTG-Bandenmuster 
eher „dunkler“. Eine Korrelation zwischen der Qualität des MCB und der Chromatinkon-
densation, die sich in der Verteilung der Giemsa-hellen und –dunklen Banden auszeichnet 
(Hliscs et al., 1997a), war bei diesen 3 exemplarisch kreierten Sondenmixen nicht zu be-
obachten.  
 
Ein YAC-basierender Chromosome-bar-code wurde am Beispiel von Chromosom 13 eta-
bliert. Wie gezeigt werden konnte (Abb. 3.5 A), ist dieser Ansatz der Bänderung von 
Chromosomen nicht geeignet, exakte Bruchpunktanalysen durchzuführen, da keine kom-
plette Abdeckung der Chromosomen erzielt werden kann – im Gegensatz zur MCB-Me-
thode (siehe auch Abb. 4.1).  
In der Literatur wurden bisher nur wenige YAC-basierende Bar-codes in unterschiedlichen 
Anwendungen beschrieben. Mit einem Bar-code-Mix für Chromosom 12 (Uhrig et al., 
1999) erfolgte eine Charakterisierung von Markerchromosomen in klinischen (z. B. 
Schmidt et al., 2000) und tumorzytogenetischen Fällen (Speicher et al., 2000; Gisselsson 
et al., 1999).  
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4.1.4 Derzeit verfügbare FISH-Bänderungsmethoden 
Während der Durchführung dieser Arbeit und der Etablierung der MCB-Methode sind eine 
Vielzahl neuer Ansätze und Möglichkeiten zur FISH-Bänderung von Chromosomen be-
schrieben worden – siehe Gegenüberstellung der nachfolgend erwähnten Methoden in 
Tabelle 4.1.  
2001 wurde von Aurich-Costa und Mitarbeitern die sogenannte IPM-FISH Methode be-
schrieben. Die Abkürzung IPM steht dabei für IRS-(interspersed)-PCR-M-(multiplex)-
FISH. Menschliche wcp-Sonden wurden dabei mittels IRS-Primern amplifiziert und an-
schließend durch Nick-Translation mit 5 verschiedenen Fluorochromen markiert. Das re-
sultierende Bandenmuster zeigt ein R-Banden ähnliches M-FISH-Muster. Die Auflösung 
dieser Bänderungsmethode ist dabei stark von der Chromosomenpräparation und damit 
der Chromosomenqualität abhängig. Es können ca. 400 Banden pro haploiden Chromo-
somensatz erreicht werden, eine Charakterisierung kondensierter oder komplex rearran-
gierter Chromosomen ist sicher nur sehr schwierig möglich. 
Unter Rx-FISH versteht man eine Cross-species-Farb-Bänderung (Müller et al., 1998). Mit 
Rx-FISH ist eine Auflösung von 80 – 90 Banden pro haploiden Karyotyp möglich, diese 
Auflösung ist niedriger als bei der konventionellen Chromosomenpräparation von Tumor-
chromosomen erzielt werden kann.  
Eine auf somatischen Zellhybriden basierende Farbbänderung (somatic cell hybrid 
based chromosome bar code) wurde 1997 erstmals von Müller und Mitarbeiter vorge-
stellt. Mit dieser Methode konnte eine begrenzte Anzahl von Signalen pro Chromosom 
erzielt werden, die Auflösung liegt bei ca. 100 Banden pro haploiden Chromosomensatz.  
Eine Kombination der somatischen Zellhybrid-Sonden mit dem Rx-FISH Probenset 
erfolgte und resultierte in 160 „positiven“ Banden, die einer Auflösung von ca. 400 Banden 
pro haploiden Karyotyp entsprechen (Müller et al., 2000). So konnte eine spezifischere 
Anfärbung der chromosomalen Bereiche erzielt werden, wenngleich die Auflösung für 
einzelne Chromosomen deutlich unter der nach GTG-Bänderung erzielbaren Auflösung 
liegt.  
Eine Farbbänderung der Chromosomen kann weiterhin durch lokusspezifische Sonden 
(wie z. B. YAC-Sonden) erzielt werden, die in Chromosome-bar-code-Sondenmixen 
zusammengestellt werden (Lengauer et al., 1992, 1993; siehe auch Liehr 2003/homepage 
–edb4). Die Auflösung der Bänderung ist dabei stark abhängig von der Zahl der verwen-
deten Sonden pro Chromosom und kann ca. 400 Banden pro haploiden Karyotyp betra-
gen.  
Eine weitere Bänderungsmethode, die auf dem Einsatz von Mikrosezierungssonden be-
ruht, ist das sogenannte Spectral-color-banding (SCAN) (Kakazu et al., 2001, 2003). So 
wurden für die Chromosomen 10 und 3 jeweils 8 bzw. 15 nichtüberlappende Mikrosezie-
rungssonden generiert, die ein Farb-Bandenmuster ähnlich dem Schwarz-Weiß-Muster 
der GTG-Bänderung erzeugen sollen. Eine Aufspaltung der Farb-Banden in weitere Sub-
Banden findet nicht statt, und die Auflösung dieser Bänderungsmethode ist somit limitiert 
durch die Zahl der pro Chromosom generierten DNA-Banken. Weiterhin ist - aufgrund des 
Einsatzes von nichtüberlappenden Mikrosezierungssonden - keine vollständige Ab-
deckung der Chromosomen gegeben, so daß auch nichtmarkierte chromosomale 
Bereiche resultieren. 
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Die bisher genannten FISH-Bänderungsmethoden basieren auf unterschiedlichen DNA-
Sonden. So wurden sowohl YAC-Sonden (Chromosome bar code), regionspezifische 
Mensch-Hamster-Hybridzellen (somatic cell hybrid based chromosome bar code) und 
nichtüberlappende Mikrosezierungsonden (SCAN) eingesetzt. Mit diesen Sonden kann 
keine komplette Abdeckung der Chromosomen erzielt werden, die daraus resultierenden 
Lücken auf den Chromosomen können zu Problemen bei der Bruchpunktcharakterisie-
rung führen; insbesondere dann, wenn die Bruchpunkte innerhalb der unmarkierten Be-
reiche liegen (Liehr et al., 2002b). Mit der IPM-FISH Technik, dem Rx-FISH und der Kom-
bination der somatischen Zellhybrid-Sonden mit dem Rx-FISH-Probenset hingegen wird 
eine komplette Abdeckung der einzelnen Chromosomen erzielt und allen chromosomalen 
Bereichen kann eine bestimmte Farbe zugeordnet werden.  
Außer der YAC-basierenden Chromosome-bar-code- und der SCAN-Methode sind die 
hier aufgeführten Probensets für alle menschlichen Chromosomen vollständig verfügbar.  
Die IPM-FISH-, Rx-FISH- und Somatic-cell-hybrid-based-chromosome-bar-code-Sonden-
sets markieren simultan alle Chromosomen und erlauben so – ähnlich einer M-FISH-Un-
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Tabelle 4.1  Vor- und Nachteile aller bisher beschriebenen FISH-Bänderungsmethoden im  
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4.2 Charakterisierung von Bruchpunkten konstitutioneller und tumor-
spezifischer Aberrationen 
4.2.1 Bruchpunktpräzisierung bei konstitutionellen Aberrationen 
In dem hier untersuchten Kollektiv wurden in 35 % der Fälle die Bruchpunkte, die nach 
GTG-Bänderung beschrieben wurden, bestätigt. In 65 % der Fälle mußte eine Korrektur 
der Bruchpunkte vorgenommen werden, wobei in 18 der 30 Fälle erst nach MCB eine 
Charakterisierung und Bestimmung der chromosomalen Bruchregion möglich war. Auf-
fallend war, daß bei allen untersuchten Duplikations- und Insertions-Fällen eine Bestim-
mung der Bruchpunkte erst nach MCB erfolgen konnte bzw. eine Korrektur der Bruch-
punkte vorgenommen werden mußte.  
Weise und Mitarbeiter (2002) konnten zeigen, daß in ca. 80 % der mit MCB für Chromo-
som 2 untersuchten klinischen Fälle eine Korrektur bzw. Präzisierung der Bruchpunkte 
und/oder des Aberrationstypes vorgenommen werden mußte. Die Diskrepanz der Zahlen 
bezüglich der Bruchpunktkorrektur (65 % in dieser Arbeit, 80 % bei Weise et al., 2002) 
kann folgendermaßen bedingt sein: (a) es wurden jeweils unterschiedlich viele Fälle un-
tersucht (in dieser Arbeit: 46 Fälle; bei Weise et al., 2002: 11 Fälle) und (b) in dieser Ar-
beit wurden MCB-Analysen an verschiedenen Chromosomen und einem breiten Spek-
trum an Aberrationstypen vorgenommen, während in der Arbeit von Weise ausschließlich 
Aberrationen am Chromosom 2 untersucht wurden. Weiterhin (c) spielt auch die nach 
GTG-Bänderung erzielte Zahl der Banden pro haploiden Karyotyp eine Rolle. Es war zu 
erkennen, daß an langen, gut gebänderten Chromosomen die Bruchpunktlokalisationen 
nach Giemsa-Bänderung und MCB übereinstimmend waren.  
 
Eine Charakterisierung von Bruchpunkten konstitutioneller Aberrationen wurde bisher nur 
durch M-FISH oder SKY-Analysen mit wcp-Sonden an meist kleineren Fallgruppen 
durchgeführt. Teilweise erfolgte ein Abgleich dieser Ergebnisse mit weiteren FISH-Son-
den, durch Einsatz der Chromosome-bar-code-Technik oder CGH (z. B. Schröck et al., 
1997; Uhrig et al., 1999; Jalal und Law 1999; siehe auch Liehr, 2003/homepage – edb4). 
Weitere FISH-Bänderungsmethoden, wie Chromosome-bar-code und Rx-FISH, wurden 
bislang nicht in größeren Studien zur Bruchpunktcharakterisierung eingesetzt, Einzelfall-




Bei den einfach rearrangierten Karyotypen lagen in 16 Fällen Translokationen zwischen 2 
Chromosomen als Ursache der Karyotypveränderungen vor. In einer klinisch auffälligen 
Probandin wurden die Bruchpunkte einer unbalancierten Translokation detektiert (Fall 5), 
der Vater des Mädchens (Fall 6) war der Träger der balancierten Form der Translokation. 
In einem weiteren Kasus (Fall 21) konnte eine partielle Trisomie für den kurzen Arm des 
Chromosoms 6 nachgewiesen werden, Aussagen, ob es sich dabei um ein de-novo-Er-
eignis handelt, können nicht getroffen werden. Erst durch die molekularzytogenetische 
Untersuchung konnte das derivative Chromosom 13 in seiner Struktur aufgeklärt und die 
involvierten Bruchpunkte beschrieben werden. Danach war ein Vergleich der klinischen 
Symptome dieses Patienten zu 3 weiteren beschriebenen ähnlichen Fällen (Giardino et 





In 16 Fällen wurden jeweils Inversionen bezüglich der involvierten Bruchpunkte analysiert, 
dabei konnten jeweils 3 familiäre Formen nachgewiesen werden. In dem untersuchten 
Kollektiv lagen keine so genannten Inversions-„Normvarianten“ (Gardner und Sutherland, 
1989) vor.  
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Komplexe Aberrationen 
 
Die komplex veränderten Fälle waren durch Insertionen (Fall 68 und 69) bzw. Transloka-
tionen (Fall 70 und 71) charakterisiert. In Fall 70 wurde im Translokationschromosom 
t(3;6) nach MCB ferner eine Insertion nachgewiesen und zusätzlich konnten in den aber-
ranten Chromosomen t(3;6) und t(3;15) noch Deletionen der Sub-Telomerregion der 
Chromosomen 6 und 15 beschrieben werden. In diesen aberranten Karyotyp wurden so-
mit 5 Bruchpunkte identifiziert und beschrieben.  
 
Exakte Bruchpunktanalyse und deren klinische Bedeutung – ein exemplarischer Fall 
 
Wie in Abb. 1.1 schematisch dargestellt, gibt es chromosomale Rearrangements, deren 
Bruchpunkte nach Giemsa-Bänderung nicht eindeutig beschrieben werden können.  
Bei einer Patientin (Fall 17) (siehe Abbildung 8.4) wurde im Vorfeld einer intracytoplasma-
tischen Spermieninjektion (ICSI) eine Chromosomenanalyse durchgeführt. Nach Giemsa-
Bänderung der Chromosomen fiel ein strukturell verändertes Chromosom 9 auf. Die 
Schwarz-Weiß-Bandenabfolge im langen Arm von Chromosom 9 ließ keine sichere Un-
terscheidung zwischen einer parazentrischen Inversion und einer parazentrischen inver-
tierten Insertion zu (siehe Abb. 8.4 C). In der Literatur wird darauf hingewiesen, daß diese 
beiden möglichen Aberrationstypen durch verschieden hohe Risiken bezüglich unbalan-
cierter Nachkommen charakterisiert sind. So wurde von Pettenati und Mitarbeitern (1995) 
bei einer großen Untersuchung von 446 Fällen mit parazentrischen Inversionen das Ri-
siko für Rekombinationen bei den Nachkommen mit 3,8 %, das Risiko beim Vorliegen 
einer parazentrischen Insertion wurde hingegen mit 15 % angegeben (Madan et al., 
1995). Insofern kommt der Charakterisierung der Aberration und der darin involvierten 
Bruchpunkte sehr große Bedeutung zu, und erst nach MCB-Analyse konnte sicher eine 
parazentrische Inversion im langen Arm von Chromosom 9 beschrieben werden. In weite-
ren Hybridisierungen mit lokusspezifischen Sonden konnte zusätzlich noch eine Bruch-
punkt-überspannende YAC-Sonde identifiziert werden, die den nach MCB beschriebenen 
Bruchpunkt in 9q22.2 bestätigt.  
 
4.2.2 Bruchpunktpräzisierung tumorspezifischer Aberrationen 
In der hier durchgeführten Studie wurden 52 Knochenmarkproben mit MCB und weiterfüh-
renden molekularzytogenetischen Methoden hinsichtlich des Aberrationsprofiles und der 
resultierenden Bruchpunkte untersucht.  
In einem Fall erfolgte die Charakterisierung einer Translokation bis auf die Genebene und 
eine Genfusion konnte nachgewiesen werden.  
Dreizehn Fälle mit Neoplasien der myeloischen Zellreihe und einer mittels GTG-Bände-
rung nachgewiesenen Trisomie für das Chromosom 8 wurden mit der MCB-Sonde für 
Chromosom 8 untersucht. Das Potential der MCB-Methode zum Nachweis kryptischer 
Aberrationen sollte überprüft werden.  
 
4.2.2.1 Einfache und komplexe Rearrangements 
Bruchpunkte konnten sowohl bei einfachen als auch komplexen Rearrangements in un-
terschiedlichen Aberrationstypen mittels MCB präzisiert werden.  
Die Erfassung des Aberrationsspektrums bestimmter Chromosomen war von besonderem 
Interesse; deswegen liegt eine Häufung von Fällen mit Aberrationen der Chromosomen 3, 
5 und 16 vor.  
 
Durch die MCB-Analysen konnte in ca. 70 % der Fälle eine Korrektur der nach GTG-Bän-
derung erzielten Bruchpunktbeschreibungen vorgenommen werden. In der Arbeit von 
Lemke und Mitarbeitern (2001) wurde in 75 % der Fälle mit konstitutionellen und tumor-
spezifischen Aberrationen eine Bruchpunktkorrektur beschrieben.  
Auch an Zellen mit tumorspezifischen Aberrationen wurden bislang keine größeren mole-
kularzytogenetischen Studien zur genaueren Bruchpunktcharakterisierung durchgeführt. 
Die Chromosome-bar-code-Technik wurde in verschiedenen Neoplasien und Zellinien 
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eingesetzt (z. B. Gisselsson et al., 2000, 2002; siehe auch Liehr, 2003/homepage – 
edb4), vergleichende Aussagen zu den in dieser Arbeit mittels MCB erhobenen Aussagen 
sind jedoch nicht möglich.  
Durch Rx-FISH-Analysen wurden chromosomale Aberrationen bei hämatologischen Er-
krankungen, soliden Tumoren und Zellinien untersucht (z. B. Teixeira et al., 1999; Zhao et 
al., 2000; Koo et al., 2000; Harrison et al., 2001). Durch Rx-FISH-Analysen können aller-
dings – bedingt durch eine Bandenauflösung von nur ca. 100 Banden pro haploiden Ka-
ryotyp – nur ungenügende Aussagen zu den involvierten Bruchpunkten getroffen werden. 
Zudem wurde bisher keine umfassende Evaluierung der Daten, z. B. durch den Einsatz 
von lokusspezifischen Sonden, vorgenommen.  
 
Von den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Knochenmark-Fällen wurden 45 Fälle 
bezüglich ihrer Bruchpunkte und deren Bedeutung bei hämatologischen Neoplasien publi-
ziert (Heller et al., submitted). Dabei wurden bereits bekannte Aberrationen und Bruch-
punkte beschrieben. Durch MCB-Analysen konnten weiterhin in 14 Fällen 33 neue, bisher 
nicht beschriebene chromosomale Bruchpunkte identifiziert werden (siehe Tabelle 8.11 - 
Anhang). Durch die Beschreibung neuer Bruchpunkte können gezielt weitere Kandidaten-
genregionen untersucht werden, um so Aussagen bezüglich einer Bedeutung für die Tu-




Besondere Aspekte der Bruchpunktcharakterisierung werden nun ausführlicher diskutiert:  
 
Aberrationen im Chromosom 5 
 
Interstitielle Deletionen im langen Arm von Chromosom 5 sind die häufigsten strukturellen 
Rearrangements im myelodysplastischen Syndrom und in akuten myeloischen Leukämien 
(Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology -edb1).  
In dieser Arbeit wurden in 12 Fällen interstitielle Deletionen im langen Arm von Chromo-
som 5 nachgewiesen; in 6 Patienten lag zum Zeitpunkt der Knochenmarkpunktion ein 
MDS vor, 5 Patienten zeigten klinisch das Bild einer AML.  
Bisherige Daten lassen keine spezifischen Bruchregionen erkennen. In der Literatur wer-
den variable Bruchpunkte zwischen 5q11 und 5q35 beschrieben, eine Häufung der Brü-
che in 5q12 - 14 und 5q31 - 33 wurde allerdings beobachtet (Atlas of Genetics and Cyto-
genetics in Oncology and Haematology –edb1). Mit der MCB-Untersuchung konnte ein 
breites Spektrum unterschiedlich großer Deletionen nachgewiesen werden. In dem hier 
vorgestellten Patientenkollektiv war die Region 5q21 - q33 die kleinste mit MCB nachge-
wiesene Deletion und wurde in einem Fall als alleinige Aberration, sowie in 2 weiteren 
Fällen bei komplex veränderten Karyotypen, beschrieben. In der Arbeit von Lemke und 
Mitarbeitern (2001) wurde mittels MCB in einem Patienten mit AML eine Deletion in 5q22 - 
q32 nachgewiesen. In einer CGH-Studie mit 14 untersuchten Fällen mit einer myeloischen 
Neoplasie konnte die kleinste deletierte Region auf die Bande 5q31.1 eingegrenzt werden 
(Gebhart et al., 2000).  
In 3 weiteren Suspensionen konnte jeweils der Bruchpunkt, der zu einer terminalen Dele-
tion 5q geführt hat, identifiziert werden. Eine Hybridisierung mit der Sub-Telomer-Sonde 
für 5q konnte hier aufgrund der begrenzten Verfügbarkeit von Zellsuspension nicht durch-
geführt werden. Diese 3 Fälle zeichnen sich sowohl bezüglich der Diagnose als auch dem 
Vorhandensein von zusätzlichen Aberrationen durch Heterogenität aus. In der Literatur 
sind bisher keine Hinweise zu finden, daß Patienten mit einer terminalen Deletion einer 
Subgruppe mit anderer klinischer oder prognostischer Relevanz zuzuordnen wären.  
Eine komplexe Aberration beider Chromosomen 5 mit einer Deletion in 5q21 - q33 wurde 
in einer Patientin mit Philadelphia-negativer CML identifiziert (Heller et al., 2002). Bisher 
konnten Deletionen im langen Arm von Chromosom 5 nur in einigen wenigen Philadel-
phia-positiven CML-Fällen beschrieben werden (Soligo et al., 1995; Fayad et al., 1997; 
Zamecnikova et al., 2001). Der hier beschriebene Fall und die Literaturdaten lassen die 
Vermutung zu, daß auch in einer kleinen Untergruppe von CML-Patienten Deletionen in 
5q eine Rolle bezüglich der Pathogenese spielen.  
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Das breite Spektrum an nachgewiesenen Bruchpunkten bei Deletionen in 5q deutet dar-
auf hin, daß ein Tumorsupressorgen durch den resultierenden Heterozygotieverlust eine 
Rolle bei der Pathogenese myeloischer Erkrankungen spielt (Brezinova et al., 2001). 
Trotz intensiver Suche verschiedener Arbeitsgruppen ist es bisher nicht gelungen, ein 
verantwortliches Gen zu identifizieren. Boultwood und Mitarbeiter (2002) gelang es, Kan-
didatengene in der ca. 3 Mb großen kritischen Region bei MDS-Patienten zu identifizie-
ren, so sind z. B. die Gene MEGF1, ein menschliches Homolog dem Drosophila fat Tu-
morsupressorgen, und G3BP in den Fokus weiterer Forschungen gerückt. 
 
Aberrationen der Chromosomen 3 und 16 
 
Spezifische Aberrationen der Chromosomen 3 und 16, so z. B. inv(3)(q21q26), 
t(3;3)(q21;q26), inv(16)(p13;q22), t(16;16)(p13;q22) (Atlas of Genetics and Cytogenetics 
in Oncology and Hematology –edb1) sind als Marker bestimmter Entitäten bei Neoplasien 
der myeloischen Zellreihe bekannt. So sind Veränderungen im Chromosom 16, die die 
Bruchpunkte in p13 und q22 betreffen, ein zytogenetisches Äquivalent einer AML M4eo 
und gehen mit einer hohen kompletten Remissionsrate und einer besseren Prognose ver-
glichen mit anderen Subtypen der AML einher. Eine inv(16) ist nach GTG-Bänderung der 
Chromosomen oft nur schwer zu erkennen, insbesondere dann, wenn schlecht gebän-
derte und kondensierte Chromosomen vorliegen. Zu Beginn dieser Arbeit standen keine 
spezifischen Sonden zur Verfügung. Eine Charakterisierung der Aberration und der invol-
vierten Bruchpunkte erfolgte deshalb durch MCB-Analysen. Inzwischen sind kommer-
zielle, lokusspezifische – den Bruchpunkt des CBFB-Gens in 16q22 flankierende - Son-
den erhältlich. Diese Sonden erlauben nicht nur eine Beurteilung der Chromosomen 16 in 
der Metaphaseplatte, sondern ermöglichen auch eine Analyse der Interphasekerne, was 
besonders für Verlaufskontrollen von Vorteil ist.  
Auch im Chromosom 3 sind Regionen bekannt, deren Brüche zu einer inv(3) bzw. t(3;3) 
bei AML, MDS bzw. auch bei CML führen können. Bei diesen strukturellen Veränderun-
gen resultiert ein Hybridgen der Gene RPN1 (3q21) und EVI1 (3q26) (Atlas of Genetics 
and Cytogenetics in Oncology and Hematology –edb1). Auch diese Aberrationen korrelie-
ren – in diesem Fall mit einer ungünstigen – Prognose für den Patienten. So beträgt die 
durchschnittliche Überlebenszeit nur ca. 4 Monate. Auch eine inv(3) ist nicht in jedem Fall 
sicher nach GTG-Bänderung zu beschreiben. MCB-Analysen erlaubten hingegen einen 
sicheren Nachweis dieser Aberration. In der Zwischenzeit wurden auch hier lokusspezifi-
sche Sonden etabliert, die zudem eine Beurteilung von Interphasekernen ermöglichen 
sollen (Wieser et al., 2003).  
In dieser Arbeit wurde in 2 Fällen eine inv(3), einmal eine t(3;3), zweimal eine inv(16) und 
in 2 weiteren Fällen eine t(16;16) mittels MCB #3 bzw. #16 untersucht. In 6 dieser Fälle 
konnte die Aberration bereits nach GTG-Bänderung beschrieben werden und eine Bestä-
tigung der Bruchpunkte nach MCB erfolgte. Die t(3;3) wurde erst nach MCB detektiert.  
Die scheinbare Diskrepanz, daß gerade in diesen Fällen eine gute Übereinstimmung der 
Ergebnisse nach GTG und MCB – trotz schlechter GTG-Bandenauflösung - vorliegt, kann 
zumindest für die Aberrationen im Chromosom 16 durch die pathognomonische Bedeu-
tung dieser Aberrationen mit einer AML M4eo erklärt werden, die eine „gerichtete Suche“ 
während der zytogenetischen Diagnostik bedingt.  
 
Hochkomplex aberrante Fälle 
 
Durch die Multicolor-Bänderung der Chromosomen konnten hochkomplex veränderte 
Tumor-Karyotypen verschiedener Entitäten untersucht und Aussagen zu den Aberra-
tionstypen und den involvierten Bruchpunkten getroffen werden. Komplex aberrante Ka-
ryotypen sind insgesamt mit einer eher ungünstigen Prognose und niedriger Überlebens-
rate verbunden (Schoch et al., 2001).  
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4.2.2.2 Molekulargenetische Bruchpunktanalyse einer t(16;21) 
Im Fall 48 konnte durch eine molekulargenetische Analyse eine Translokation 
t(16;21)(p11;q22) und das 5‘FUS- 3‘ERG Hybridgen als Produkt der Translokation nach-
gewiesen werden.  
Eine t(16;21) wird häufig bei jungen Erwachsenen beschrieben; zytogenetisch ist diese 
Translokation nur selten als alleinige Aberration nachweisbar, in den meisten Fällen lie-
gen zusätzliche numerischen oder strukturellen Aberrationen vor (Atlas of Genetics and 
Cytogenetics in Oncology and Haematology –edb1).  
Auch in dem beschriebenen Fall wurde noch zusätzlich eine unbalancierte Translokation 
der(4)t(X;4) nach M-FISH identifiziert. Eine Translokation der Chromosomen X und 4 wur-
den in den bisher veröffentlichten Daten noch nicht beschrieben, und somit sind keine 
Hinweise zur klinischen Relevanz dieser Aberration zu erhalten.  
1994 wurde von Ichikawa und Mitarbeitern gezeigt, daß durch die t(16;21) das ERG-Gen 
mit dem FUS-Gen auf Chromosom 16 fusioniert und das chimäre Transkript FUS-ERG 
auf dem derivativen Chromosom 21 nachgewiesen werden kann. Das ERG-Gen (early 
response gene) mit dem Genort in 21q22.3 gehört zur ETS-Onkogenfamilie und wirkt als 
Transkriptionsfaktor. ERG wurde als Sequenz-spezifisches DNA-Bindeprotein charakteri-
siert und ist in myeloischen Vorläuferzellen höher exprimiert als in reifen lymphoiden Zel-
len. Das Protein wirkt als Regulator auf bestimmte Gene, die für die Erhaltung und/oder 
Differenzierung früher hämatopoetischer Zellen notwendig sind (OMIM *165080, edb8). 
Das FUS-Gen mit dem Genort 16p11.2 besitzt Sequenzhomologien zum EWS Onkogen, 
welches bei Ewing-Sarkomen und anderen Neoplasien rearrangiert ist. Das nukleäre 
RNA-bindende Protein führt unter anderem zu einer Proliferation der B-Zellen nach mito-
genem Stimulus, beeinflußt die Lymphozytenreifung und spielt eine Rolle bei Erhaltung 
der Genomstabilität (OMIM *137070, edb8). Durch eine Fusion zwischen dem FUS und 
ERG-Gen wird die RNA-Bindungsdomäne von FUS ersetzt durch die DNA-Bindungsdo-
mäne von ERG und führt somit zu einer Beeinflussung des Transkriptionsfaktors ERG.  
Bis dato ist eine t(16;21) in ca. 30 Fällen beschrieben. Auffallend ist, daß diese Aberration 
bisher nur bei myeloischen Malignomen nachgewiesen werden konnte und zwar in allen 
Subtypen mit Ausnahme der AML M3 und M6. Ferro und Mitarbeiter publizierten 1992 
einen Fall, in welchem eine solche Translokation in einer CML in Blastenkrise auftrat. 
Zwei weitere Fälle zeigten klinisch ein MDS mit Übergang zu einer AML (Shimizu et al., 
1993). In dem hier diskutierten Fall wurde bei dem Patienten eine akute lymphatische 
Leukämie (c-ALL) ohne Hinweise auf Atypie diagnostiziert.  
Die Sequenzanalyse des hier beschriebenen Fusionsgens ergab eine bis dato nicht be-
schriebene Exonfusion zwischen Exon 7 von FUS und Exon 8 von ERG (Abb. 3.27). Es 
kann spekuliert werden, ob die hier gefundene Genfusion eine andere Wirkung ausübt, 
die letzlich zu einer Tumorprogression einer lymphatischen Zelle führt. Von Li und Mitar-
beitern (1999) wurden solche Mechanismen in Mäusen bei dem Fusionsprodukt des 
BCR/ABL-Onkogens nachgewiesen. Die Autoren konnten zeigen, daß unterschiedliche 
Fusionsprodukte bzw. Splicevarianten von BCR/ABL unterschiedliche Leukämiefördernde 
Eigenschaften in lymphatischen Zellen haben. 
Andererseits konnte auch bei den Fällen mit myeloischen Malignomen eine relativ große 
Heterogenität bezüglich der Fusionsstellen nachgewiesen werden, und bis jetzt liegen 
noch keine Hinweise vor, daß diese unterschiedlichen hybriden Transkripte zu unter-
schiedlichen Phänotypen führen (Kong et al., 1997).  
Die insgesamt geringe Zahl der bisher beschriebenen Fälle erlaubt noch den Zweifel, ob 
die beschriebene Fusion überhaupt als ein spezifisch myeloischer Marker einzuordnen ist.  
Um diese Frage zu beantworten, sollten weitere ALL-Fälle mittels PCR auf das Vorliegen 
kryptischer FUS/ERG-Rearrangements getestet werden.  
Nach Vergleich der Sequenzdaten wurde ein durchgehender offener Leserahmen postu-
liert, allerdings erfolgte im Rahmen dieser Arbeit keine WESTERN-Blot Analyse zur Über-
prüfung, ob aus dem Fusionsgen ein Protein resultiert.  
Die bisher beschriebenen Fälle mit einer t(16;21) gingen mit einer eher ungünstigen Pro-
gnose einher. Es konnte in den meisten Fällen keine komplette Remission erzielt werden 
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(Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology –edb1). Von klinischer 
Seite wird diskutiert, ob Patienten mit einer t(16;21) insgesamt einem anderen Therapie-
plan unterzogen bzw. frühzeitig bei Erreichen einer Remission transplantiert werden soll-
ten. In dem hier skizzierten Fall wurde eine komplette Remission erreicht. 
 
4.2.2.3 Potentiell kryptische 8er Chromosomenaberrationen 
Die Trisomie 8 ist die häufigste numerische chromosomale Aberration in myeloischen 
Neoplasien (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology –edb1) 
und wird sowohl bei AML, MDS und MPS gefunden. Diese Aberration kann als einzige 
Veränderung vorliegen, aber auch sekundär bzw. bei komplex rearrangierten Karyotypen 
nachgewiesen werden.  
Während balancierte Rearrangements häufig mit der Bildung von – die Zellproliferation 
beeinflußenden - Fusionsgenen einhergehen, ist die Auswirkung chromosomaler Zuge-
winne oder Verluste noch weitgehend ungeklärt. Durch die Erhöhung der Chromosomen-
zahl könnten Gendosis-Effekte eine Rolle spielen (Beghini et al., 2000) oder spezifische 
Mutationen bzw. kryptische Fusionsgene im duplizierten Chromosom einen Tumorför-
dernden Einfluß haben (Diaz et al., 1985, Langabeer et al., 1998).  
Eine Analyse mit dem MCB-Sondenset für Chromosom 8 an 13 Fällen mit Trisomie 8 als 
alleinige Aberration oder in Verbindung mit weiteren zytogenetischen Auffälligkeiten ande-
rer Chromosomen ließ keine kryptischen Aberrationen innerhalb der Chromosomen 8 
erkennen (Heller et al., 2003 –in press-a). Bei dieser Untersuchung wurde eine MCB-
Banden-Auflösung von 20 Banden pro Chromosom 8 erreicht, was einer Giemsa-Banden-
Auflösung von ca. 510 Banden pro haploiden Karyotyp entspricht – eine Zahl, die in 
Chromosomenpräparationen aus Knochenmarkzellen nach GTG-Bänderung nur selten 
erreicht wird. Trotz der in dieser Studie erreichten hohen Banden-Auflösung für das 
Chromosom 8 kann das Vorliegen submikroskopischer Mutationen nicht ausgeschlossen 
werden.  
Auch Paulsson und Mitarbeiter (2003) untersuchten AML-, MDS- und MPS-Fälle mit einer 
Trisomie 8 als einzige Aberration mittels M-FISH (dabei wurde die Technik des Com-
bined-binary-ratio-labelling angewandt), pcp-Sonden, Sub-Telomer-Sonden für 8p und 8q 
und lokusspezifischen Sonden für c-MYC, MOZ, FGFR1 und ETO. Durch diese Untersu-
chungen wurden ebenfalls keine kryptischen Aberrationen detektiert.  
In dem mit MCB untersuchten Kollektiv wurden in 3 Fällen Zellklone mit Tetrasomie 8 de-
tektiert, die nach GTG-Bänderung nicht nachweisbar waren. Eine Tetrasomie 8 korreliert 
mit einer schlechten Prognose (Yan et al., 2001).  
Die molekularzytogenetischen Ergebnisse dieser Studie und der Arbeit von Paulsson und 
Mitarbeitern (2003) sowie der Tatsache, daß eine Tetrasomie 8 mit einer schlechteren 
Prognose einhergeht, erhärtet die Vermutung, daß der tumorfördernde Einfluß durch ei-
nen Gendosis-Effekt reguliert wird. Dafür sprechen auch Untersuchungen von Maserati 
und Mitarbeitern (2002), die zeigen konnten, daß eine Trisomie 8 in MDS- und AML-Pati-
enten in 15 – 20 % der Fälle konstitutionell vorliegt und die Trisomie 8 selbst als erste 
Mutation bei maligner Transformation betrachtet werden muß.  
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4.3 Vergleichende Betrachtung der Bruchpunkte konstitutioneller und 
tumorspezifischer Aberrationen  
Nadeau und Taylor stellten 1984 die Hypothese auf, daß die Bruchpunkte genomischer 
Rearrangements, wie Translokationen und Inversionen, an zufälligen Stellen innerhalb 
des Genoms liegen.  
Um diese These durch Daten dieser Arbeit zu prüfen, wurden alle ermittelten Bruch-
punkte, die in den q-Armen der Chromosomen lagen, grafisch dargestellt (siehe Abb. 
3.29). Die Bruchpunkte in den kurzen Armen der Chromosomen wurden aufgrund der 
größeren Längenvariabilität der einzelnen Chromosomen nicht berücksichtigt. Eine Ge-
genüberstellung der relativen Position der Bruchpunkte in Fällen mit konstitutionellen und 
tumorspezifischen Aberrationen zeigte eine annähernde Gleichverteilung. Die durch MCB-
Analysen identifizierten Bruchpunkte in den Gorilla- und Hylobates-Chromosomen dienten 
als Referenzwerte und zeigten ebenfalls die erwartete gleichmäßige Verteilung. Eine auf-
fällige Häufung chromosomaler Bruchpunkte der tumorspezifischen Aberrationen bei den 
Werten 59, 84 und 91 kann dadurch erklärt werden, daß in dieser Arbeit mehrere Fälle mit 
den gleichen chromosomalen Veränderungen untersucht wurden [z. B. inv(3), inv(16), 
del(5)] und somit die gleichen Werte ergaben. 
Sankoff und Mitarbeiter (2002) verglichen über das Genom verteilte Bruchpunkte von re-
ziproken Translokationen, Inversionen und Deletionen aus Datenbanken von Neoplasien, 
familiär vorliegenden konstitutionellen und anderen Rearrangements und einem Mensch-
Maus vergleichenden Datensatz. Die Autoren konnten 4 Typen der Verteilung erkennen: 
(I) eine gleichmäßige Verteilung bei familiären Formen von Translokationen und Inversio-
nen und der Mensch-Maus-Homologie Daten, (II) eine telomerassoziierte Verteilung von 
Translokationen oder Inversionen folgend bei Fehlbildungen von Neugeborenen, (III) eine 
median geclusterte Verteilung von Translokations- und Inversionsbruchpunkten in Tumor-
karyotypen und (IV) eine bimodale Verteilung von Translokations-Bruchpunkten bei 
Chromosomenarmen, die in Telomernähe Protoonkogene enthalten. Folgende Schlußfol-
gerungen werden aus diesen Daten gezogen: eine mediane Konzentration von Bruch-
punkten in den somatischen Zellen von Tumoren kann bisher nicht erklärt werden, diese 
somatischen Veränderungen haben aber keine direkte Wirkung auf die Evolution; eine 
telomerassoziierte Häufung bei Fehlbildungen kann das Resultat abnormer Meiosefiguren 
sein; während evolutionsbedingt eine gleichmäßige Verteilung von Translokations- und 
Inversions-Bruchpunkten in phänotypisch unauffälligen Trägern einer Aberration erwartet 
wird und eine Bestätigung der von Nadeau und Taylor (1984) formulierten Hypothese dar-
stellen. Pevzner und Tesler (2003) postulierten, daß die Genome der Säugetiere Mosaike 
aus fragilen Stellen mit einer hohen Neigung zur Ausbildung von Rearrangements und 
stabilen Regionen mit einer niedrigen Aberrationstendenz sind.  
 
 
Bereits 1988 konnten Koduru und Chaganti zeigen, daß chromosomale Bruchpunkte in 
Zellen mit konstitutionellen Chromosomenaberrationen gehäuft in Giemsa-negativen Ban-
den auftreten. Sutherland und Simmers (1988) beschrieben auch für Tumorzellen eine 
Häufung der Bruchpunkte in Giemsa-negativen Banden.  
Dies kann wiederum mit der Verteilung der Gene bzw. der Gendichte in den chromoso-
malen Banden in Zusammenhang gebracht werden. So konnten Musio und Mitarbeiter 
(2002) in einer Studie von mehr als 5000 kartierten Genen zeigen, daß 81 % dieser Gene 
in Giemsa-negativen Banden (und diese wiederum entsprechen der Hälfte des Genoms) 
und nur 19 % in Giemsa-positiven Banden liegen. Die Autoren wiesen nach, daß der Ge-
halt an Genen direkt korreliert mit der Größe der Bande und der resultierenden Giemsa-
Färbung. Allerdings wurden auch zwei genreiche Giemsa-positive Banden (#2p12 und 
#7q35) identifiziert und eine Heterogenität bezüglich des Gehaltes an Genen innerhalb 
der Chromosomen wurde beschrieben (Musio et al., 2002).  
Die Arbeitsgruppe um Claussen (Hliscs et al., 1997a) konnte zeigen, daß sich beim 
Stretching der Chromosomen nur die Giemsa-positiven Banden in weitere Giemsa-posi-
tive und –negative Sub-Banden aufsplitten, während sich aus gedehnten Giemsa-negati-
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ven Banden (auf das 400 Bandenstadium bezogen) keine weiteren Sub-Banden ergeben. 
In weiteren Studien wäre also zu prüfen, ob die kartierten Gene auch wirklich in Giemsa-
positiven Banden liegen oder den darin enthaltenen Giemsa-negativen Sub-Banden zu-
zuordnen sind. Die eigentliche Funktion bzw. Bedeutung Giemsa-positiver Banden im 
Vergleich zu den Giemsa-negativen Banden konnte bisher nicht geklärt werden. Eine 
Funktion dieser chromosomalen Sub-Strukturen ist aber wohl anzunehmen, da diese DNA 
über Millionen von Jahren evolutiven Umbauten widerstanden hat (Musio et al., 2002).  
Ein Vergleich der in dieser Arbeit identifizierten Bruchpunkte bezüglich Giemsa-positiver 
und –negativer Banden der analysierten Fälle erbrachte folgende Verteilung: (I) in den 
konstitutionellen Fällen lagen nur 27 % der Bruchpunkte in Giemsa-positiven Banden, 73 
% hingegen in Giemsa-negativen Banden. Diese Werte sind übereinstimmend mit den 
bisher veröffentlichten Daten über Bruchpunktverteilungen. (II) Bei den tumorspezifischen 
Aberrationen konnte eine annähernde Gleichverteilung der Bruchpunkte festgestellt wer-
den, und (III) auch in den Gorilla- und Hylobates-Chromosomen wurde keine Häufung der 
– bezogen auf den menschlichen Karyotyp - identifizierten Bruchpunkte in Giemsa-negati-
ven Banden nachgewiesen. Die in dieser Arbeit beurteilten Daten sind im Vergleich zu 
den größeren Datenbankrecherchen zu gering, um statistisch verwertbare Aussagen zu 
treffen. Ein weiterer Grund für die zur Literatur widersprüchlichen Daten bezüglich der 
Bruchpunktverteilung tumorspezifischer Aberrationen besteht in der in dieser Arbeit vor-
genommenen Selektion von Fällen. So wurde eine gezielte MCB-Analyse bestimmter Ab-
errationsmuster in malignen myeloischen Zellen vorgenommen, die keine Aussage über 
eine generelle Verteilung chromosomaler Bruchpunkte in Tumorzellen erlaubt. Als weite-
rer beeinflußender Faktor ist die erzielte chromosomale Bandenauflösung zu diskutieren. 
Je geringer die erzielte Auflösung, um so ungenauer ist auch eine Zuordnung der Bruch-
region möglich. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daß die Auflösung der Chromo-
somen von Lymphozyten oder Amnionzellen mit konstitutionellen Aberrationen im allge-
meinen auch nach MCB-Analyse etwas höher war (450 - 550 Banden pro haploiden Ka-
ryotyp) verglichen zu Tumorchromosomen (400 - 550 Banden).  
Auch in den GGO- und HLA-Chromosomen wurden die Bruchpunkte homologer Bereiche 
nach MCB-Analysen mit humanen Sonden erfaßt und zeigten eine annähernde Gleich-
verteilung zu Giemsa-positiven und –negativen Banden. Eine Datenbankrecherche 
(OMIM –edb8) der Bruchregionen in den Hylobates-Chromosomen ergab eine Korrelation 
der Bruchpunktlokalisationen zu „genarmen“ Regionen (siehe auch 4.5.1), und diese sind 
laut den Untersuchungen von Musio und Mitarbeitern (2002) vorrangig Giemsa-positive 
Banden. Das wiederum könnte ein Hinweis darauf sein, daß evolutionsbedingte Umbau-
ten nicht nach dem von Koduru und Chaganti (1988) sowie Sutherland und Simmers 
(1988) beobachteten Phänomen der Bruchpunktverteilung erfolgen. 
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4.4 Häufige Robertsonsche Translokationen und die Bedeutung konser-
vierter Bruchpunktregionen 
Robertsonsche Translokationen werden in der Normalbevölkerung mit einer Häufigkeit 
von etwa 1:1000 gefunden (Hamerton et al., 1975) und stellen so die häufigste Form 
struktureller Rearrangements dar.  
 
Frühere Untersuchungen an Robertsonschen Translokationen haben gezeigt, daß bei den 
häufigen ROBs in den meisten Fällen die Bruchpunkte in der gleichen chromosomalen 
Region liegen (Han et al., 1994, Page et al., 1996); während die seltenen ROBs sehr va-
riable Bruchregionen aufweisen (Page et al., 1996).  
 
In dieser Arbeit konnten durch die Untersuchungen mit spezifischen Plasmidsonden die 
früheren Beobachtungen bestätigt werden, daß die häufigen ROBs [rob(13;14) und 
rob(14;21)] die Bruchpunkte in der gleichen chromosomalen Region zwischen repetitiven 
DNA-Klassen aufweisen (siehe Tabelle 8.10). So liegen die Bruchpunkte in den Translo-
kationschromosomen rob(13;14) und rob(14;21) zwischen Sequenzen der Satellit-I-Sub-
familie (pTRI-6) und dem Plasmid pTRS-47 (DNA der Satelliten-III-Subfamilie) (Abb. 
3.28).  
Diese Bruchpunkt-Cluster legen den Verdacht nahe, daß spezifische Mechanismen, eine 
bestimmte Genomarchitektur oder das Vorhandensein bestimmter Sequenzen die Fusion 
bestimmter akrozentrischer Chromosomen bedingt (Shaffer und Lupski, 2000).  
In ca. 50 % aller Fälle mit ROBs konnte ein de-novo-Ereignis nachgewiesen werden 
(Shaffer et al., 1992). Untersuchungen zur elterlichen Herkunft der häufigen de-novo 
ROBs zeigten, daß die Translokationschromosomen in ~95 % während der mütterlichen 
Meiose entstehen (Page und Shaffer, 1997). Bandyopadhyay und Mitarbeiter (2002) 
konnten in 19 der 23 untersuchten Fälle mit rob(13;14) ein maternales Translokations-
chromosom aufzeigen, zwei paternale Translokationschromosomen konnten identifiziert 
werden und in zwei Fällen wurde das Translokationschromosom aus mütterlichen und 
väterlichen Anteilen bestehend nachgewiesen, was wiederum auf ein postzygotisches 
Ereignis hinweist. Nur ein Fall mit paternaler Vererbung der rob(13;14) zeigte einen ab-
weichenden Bruchpunkt (Bandyopadhyay et al., 2002). Die 31 weiteren untersuchten de-
novo rob(14;21) waren hingegen alle maternalen Ursprungs und wiesen nach FISH-Ana-
lysen alle gleiche Bruchpunktregionen auf.  
Als ein möglicher Mechanismus zur Entstehung der häufigen ROBs wird ein Doppel-
strangbruch im kurzen Arm der beteiligten Chromosomen diskutiert, der durch die geno-
mische Architektur und/oder bestimmte DNA-Sequenzen erfolgt. Es ist bekannt, daß Re-
peat-reiche Regionen, wie z. B. die Satellit-III-DNA der akrozentrischen Chromosomen, 
die Ausbildung ungewöhnlicher DNA-Strukturen bedingen können, die wiederum zu ei-
nem Arrest der Replikationsgabel führen (Akgun et al., 1997). Das könnte die Ausbildung 
von Doppelstrangbrüchen initiieren. Die Reparatur von Doppelstrangbrüchen kann wie-
derum zur Ausbildung von chromosomalen Rearrangements, so auch Translokationen, 
führen (Richardson et al., 1998). Bisher noch nicht bewiesen werden konnte die Hypo-
these, daß während der Oogenese spezifische Faktoren bestimmte akrozentrische Chro-
mosomen in relative Nähe zueinander bringen und so die Entstehung dieser Transloka-
tionen bedingen (Bandyopadhyay et al., 2002). Bestimmte homologe Sequenzen im kur-
zen Arm von Chromosom 14 konnten in entgegengesetzter Orientierung, verglichen mit 
den Sequenzen in den Chromosomen 13 und 21, nachgewiesen werden und sind als ein 
Hinweis auf die Häufung von rob(13;14) und rob(14;21) zu werten (Page et al., 1996). 
Indirekt könnte der Befund dieser Sequenzhomologie die wenigen Fälle einer rob(13;21) 
erklären.  
Das Vorkommen der variablen Bruchpunkte in den seltenen ROBs könnte das Ergebnis 
zufälliger Brüche und Austausche repetitiver DNA, so z. B. von Satellit-III-DNA sein, die 
häufig an verschiedenen Stellen in allen kurzen Armen und perizentrischen Regionen der 
akrozentrischen Chromosomen vorkommt (Bandyopadhyay et al., 2002). Ein alternativer 
Mechanismus zur Ausbildung von ROBs könnte durch das Vorliegen von Short-motifs 
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bedingt sein. Bei Bruchpunktanalysen von Translokationen zwischen X-Chromosomen 
und Autosomen konnten kurze homologe Sequenzen (4 - 6 bp) nachgewiesen werden, 
die eine Rolle bei der Ausbildung der Translokationen spielten (Bodrug et al., 1987, 1991). 
Durch eine Analyse verschiedener Unterfamilien von Satellit-III-DNA konnte jeweils ein 5‘-
GGAAT-3‘ Monomer analysiert werden (Bandyopadhyay et al., 2001), welches auch in 
der Bruchpunktregion einer t(X;4) (Giacalone und Francke, 1992) nachgewiesen wurde. 
Als weitere „hotspots“ für homologe Rekombinationen wurde 1990 von Wahls et al. das 
Vorhandensein von hypervariabler Minisatelliten-DNA diskutiert. 
Anzumerken ist, daß Robertsonsche Translokationen als erworbene Aberrationen in hä-
matologischen Erkrankungen sehr selten beschrieben werden. Die Häufigkeit wird mit 1 in 
10000 Tumorpatienten angegeben (Hecht et al., 1988). Das Auftreten dieser seltenen 
Ereignisse im Rahmen somatischer Mutationen kann als Hinweis gewertet werden, daß 
ROBs bevorzugt im Rahmen meiotischer Rekombinationsprozesse entstehen.  
Eine weiterführende Charakterisierung der Bruchregionen auf molekularzytogenetischer 
und molekulargenetischer Ebene wird auch in Zukunft von entscheidender Bedeutung für 
die Identifizierung der Entstehungsmechanismen solcher Aberrationen sein.  
 
4.5 ZOO-FISH-Analysen 
Diese Untersuchungen wurden primär zur Evaluierung der MCB-Technik durchgeführt, an 
dieser Stelle werden die erzielten wissenschaftlichen Ergebnisse ausführlicher diskutiert.  
 
Bereits in den frühen 60er Jahren wurden erste Studien zur vergleichenden Zytogenetik z. 
B. an Orangutan- und Gorillachromosomen durchgeführt (Chiarelli, 1961, 1963; Hamerton 
et al., 1961, 1963). Dabei wurden Ähnlichkeiten der Karyotypen mit denen des Menschen 
beschrieben. Mit Entwicklung der verschiedenen Bänderungstechniken (R-, G-, Q-, C-
Bänderung) wurden zahlreiche vergleichende Untersuchungen durchgeführt und Banden-
homologien zwischen den Chromosomen des Menschen und den „Großen Affen“ be-
schrieben (Turleau et al., 1972; de Grouchy et al., 1978; Dutrillaux et al., 1973; Lejeune et 
al., 1973). Bis zum Jahr 1980 erfolgte der Vergleich der Karyotypen der „Großen Affen“ 
und des Menschen mit ca. 80 weiteren Primatenspezies (Dutrillaux, 1980).  
Durch Einsatz der üblichen Bänderungstechniken ist es gerade bei komplexen Umbauten 
schwierig, eindeutige Homologien innerhalb der Hominoidae nachzuweisen oder ge-
nauere Aussagen zu Bruchpunktregionen zu treffen. Aussagen über intrachromosomale 
Rearrangements, sowie subchromosomale oder bandenspezifische Homologien, waren 
nur in wenigen Untersuchungen möglich, da die konventionelle Bänderungstechnik nur 
eine Beurteilung von Helligkeits- und Größenunterschieden der Banden erlaubt.  
Mit Einführung der FISH-Technik in den 90iger Jahren wurden ZOO-FISH-Studien eta-
bliert. Mammalia-Spezies können so durch Verwendung von spezifischen humanen 
Chromosomen-Sonden analysiert werden (Zusammenfassung bei O’Brien et al., 1999). 
Durch Einsatz humaner wcp-Sonden konnten zum Menschen homologe Regionen auf 
Gorilla- und Hylobates-Chromosomen nachgewiesen werden (Jauch et al., 1992). In-
trachromosomale Rearrangements – die vorherrschenden Mechanismen, durch welche 
sich die höheren Primatenchromosomen unterscheiden – entgehen diesen Analysen 
weitgehend. In neueren Untersuchungen wurden daher zunehmend region- oder lokus-
spezifische Sonden (Chromosomenarm-spezifische Sonden und c-DNAs) eingesetzt 
(Stanyon et al., 1992, Koehler et al., 1995). Eine genom-umfassende Analyse mit lokus-
spezifischen Sonden ist allerdings nur schwer realisierbar.  
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4.5.1 Gorilla gorilla 
Mit Hilfe der 25M-FISH Technik war es möglich, sich einen Überblick über den Karyotyp 
der Spezies zu verschaffen und die Verteilung des Heterochromatins zu erfassen (Mrasek 
et al., 2001).  
Für das MCB-Probenset unter Einsatz der 22 humanen Autosomen und des X-Chromo-
soms wurde ein Bandenlevel von 383 Banden pro haploiden Chromosomensatz gewählt. 
Diese Auflösung ermöglichte eine reproduzierbare Falschfarb-Bänderung der GGO-
Chromosomen im Vergleich zu HSA-Chromosomen. 
Die meisten Resultate der angeschlossenen MCB-Studien sind mit den bisher in der Lite-
ratur beschriebenen Ergebnissen übereinstimmend. Die Bruchpunkte der perizentrischen 
Inversion in GGO-Chromosom 3 wurden aufgrund der MCB-Bänderung um je eine GTG-
positive Bande korrigiert - verglichen mit den Daten von Yunis und Prakash (1982). Im 
GGO-Chromosom 14 konnte nach MCB keine parazentrische Inversion beschrieben wer-
den, entgegen der Veröffentlichung von Müller et al. (1997) und Wienberg und Stanyon 
(1997). Eine Hybridisierung mit regionspezifischen YAC-Contigs für HSA #13 in der fragli-
chen chromosomalen Region bestätigte das durch MCB erhaltene Ergebnis. Eine peri-
zentrische Inversion in GGO-Chromosom 16 (Yunis und Prakash, 1982; Müller et al., 
1997) war ebenfalls nach Analyse der Falschfarben nicht sichtbar. Auch dieses MCB-Er-
gebnis wurde durch weitere Hybridisierungen mit spezifischen Mikrosezierungssonden 
bestätigt. Die in GGO #19 beschriebene 24 kb umfassende Mikroduplikation (Stankiewicz 
et al., 2001) konnte mit der MCB-Analyse aufgrund ihrer geringen Größe nicht identifiziert 
werden. 
 
4.5.2 Hylobates lar 
Im Vergleich zu den humanen Chromosomen weisen die Gibbons massive Reorganisa-
tionen auf. Im Karyotyp von Hylobates lar finden sich nur meta- oder submetazentrische 
Chromosomen, akrozentrische Chromosomen hingegen sind nicht vorhanden (Chiarelli, 
1963; Hamerton et al., 1963). Gibbons gehören, wie die „Großen Affen“ und Homo sa-
piens, zur Superfamilie der Hominoidea, unterscheiden sich von den anderen Primaten 
aber durch eine sehr viel höhere Rate von chromosomalen Rearragements (Nie et al., 
2001).  
Eine Karyotypisierung der HLA-Chromosomen nach 25M-FISH war sehr schwierig, da 
komplexe Translokationsgeschehen vorlagen (Mrasek et al., 2003). Kleinere homologe 
Regionen konnten durch den Einsatz der wcp-Sonden nicht immer identifiziert werden, so 
war z. B. die Homologie im terminalen Bereich des langen Arms von HLA-Chromosom 15 
zu HSA #21 nicht sichtbar. Auch in den HLA #14 und 16 konnten kleinere Bereiche nicht 
exakt zugeordnet werden.  
Für die MCB-Auswertung der HLA-Chromosomen wurde eine Auflösung von 364 Banden 
pro haploiden Chromosomensatz gewählt und so konnte ein reproduzierbares Falschfarb-
Muster erzielt werden.  
Jauch et al. (1992) zeigten, daß die humanen Chromosomen 11, 14, 20, X und Y ohne 
interchromosomale Rearrangements homolog sind zu den HLA-Chromosomen 11, 17, 21, 
X und Y. Nach Analyse von MCB #11 wurden jedoch zusätzlich Signale auf HLA #5 de-
tektiert. Weiterhin wurde im HLA #17 eine bisher nicht beschriebene parazentrische In-
version nachgewiesen. Es konnte außerdem festgestellt werden, daß HLA #12 homologe 
Regionen von HSA #2 und #3 sowie #8 enthält. 
Bei fast allen HLA-Chromosomen (mit Ausnahme von #21, X und Y) konnten nach MCB 
Inversionen beschrieben werden.  
Von Tantravahi et al. (1975) wurden anhand der G-Bänderung Ähnlichkeiten zwischen 
HLA #2q und HSA #3q, zwischen HLA #3 und HSA #13 und 14 und zwischen HLA #12p 
und HSA #11p beschrieben, die aber nach MCB-Analyse nicht bestätigt werden konnten.  
Durch die MCB-Bänderung war es zudem möglich, Aussagen zur Zentromer-Position in 
den HLA-Chromosomen zu treffen. In 14 von 23 (61 %) Chromosomen lagen die Zentro-
mere konserviert an entsprechender Stelle wie im HSA-Chomosom vor. Neo-Zentromer-
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Formationen wurden in 6 von 23 (26 %) Chromosomen jeweils an der Fusionsstelle 
zweier Chromosomen identifiziert, während in 3 Chromosomen (13 %) komplett neue Po-
sitionen beschrieben werden konnten. Diese Beobachtung ist in Übereinstimmung mit 
Montefalcone und Mitarbeitern (1999), die zeigen konnten, daß Zentromer-Sequenzen 
einer anderen Evolutionsgeschwindigkeit unterliegen als andere Bereiche des Genoms.  
Verglichen mit dem humanen Karyotyp konnten in den HLA-Chromosomen 72 Bruch-
punkte identifiziert werden. Die Bruchregionen wurden mit den Daten aus der Literatur 
(OMIM - edb8) verglichen (Mrasek et al., 2003). Es konnte gezeigt werden, daß 43 von 72 
(60 %) der Bruchpunkte in chromosomalen Regionen liegen, die weniger als 15 Gene 
beinhalten. 26 von diesen 43 verglichenen Bruchpunkten (60 %) enthielten dabei jeweils 
weniger als 5 Gene. Nur 5 Regionen wurden in den verbleibenden 27 Bruchregionen (mit 
> 15 Genen) identifiziert, in denen 26 bis > 100 Gene enthalten waren. Zusammen-
fassend kann also gesagt werden, daß die Mehrzahl der erfolgten Rearrangements bei 
HLA in „Gen-armen“ Regionen stattgefunden haben.  
 
Allgemeine Betrachtungen 
Mit den hier dargestellten Untersuchungen konnte gezeigt werden, daß die MCB-Technik 
auch geeignet ist, chromosomale Bruchpunktanalysen in ZOO-FISH-Experimenten durch-
zuführen.  
Die Zellinien der GGO- und HLA-Spezies wiederum eigneten sich gut zur Evaluierung der 
MCB-Methode, da bereits die Mehrzahl der chromosomalen Umbauten und entsprechen-
den homologen Bereiche beschrieben sind und somit ein Vergleich der nach MCB erhal-
tenen Daten erfolgen konnte.  
Der Vorteil des MCB im Vergleich zur Beurteilung der GTG-Bänderung beruht in der oben 
schon erwähnten Zuordnung charakteristischer und reproduzierbarer Falschfarben, die 
wiederum Aussagen zur den chromosomalen Regionen erlauben. So war möglich, ho-
mologe Bereiche durch den Vergleich der Falschfarb-Banden und Fluorochromprofile der 
einzelnen humanen Chromosomen mit der Bänderung auf den GGO- bzw. HLA-Chromo-
somen zu identifizieren und zu beurteilen. Auch hier zeigten sich die Vorteile der überlap-
penden Mikrosezierungsbanken, die eine vollständige Abdeckung des gesamten Genoms 
gewährleisten. Somit war es bei den hier vorgestellten ZOO-FISH-Untersuchungen erst-
mals möglich, alle regionspezifischen nichtrepetitiven humanen Sequenzen vollständig 
auf den GGO- und HLA-Chromosomen zu hybridisieren und Aussagen bezüglich der Ho-
mologien der Genome auf einem bisher nicht erreichten Bandenniveau von 360 - 380 
Banden pro haploiden Karyotyp zu treffen (Mrasek et al., 2001, 2003).  
Bisherige Veröffentlichungen zur vergleichenden Genomanalyse beruhten auf den klassi-
schen Bänderungsverfahren bzw. dem Bar-code. Eine Anwendung des Chromosome-bar-
codes bei den „Großen Affen“ zeigte eine ähnliche Hybridisierungseffizienz wie bei HSA, 
bei den „Niederen Affen“ fiel diese aber wegen unspezifischen Hybridisierungen aufgrund 
großer Sequenzunterschiede deutlich geringer aus (Müller et al., 1997; Müller und 
Wienberg, 2001). Auch in den MCB-Analysen wurden in den GGO- und besonders in den 
HLA-Chromosomen schwächere Hybridisierungssignale im Vergleich zu menschlichen 
Chromosomen festgestellt. Um eine adäquvate Beurteilung der Farb-Banden zu ermögli-
chen, wurden vor dem Pepsinverdau eine RNase-Behandlung durchgeführt und die DNA-
Sonden doppelt konzentriert zur Hybridisierung eingesetzt.  
 
Die am häufigsten vorkommenden Rearrangements innerhalb der Karyotypevolution von 
„Großen Affen“ zu Homo sapiens sind Inversionen, dagegen findet man Translokationen, 
Robertsonsche Fusionen und „Chromosomensplitting“ (eine Aufteilung chromosomaler 
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4.6 Mechanismen zur Entstehung chromosomaler Rearrangements  
Chromosomale Rearrangements entstehen nach Rekombination genomischer Sequen-
zen. Bei der Entstehung konstitutioneller chromosomaler Rearrangements scheinen 3 
Schritte abzulaufen: (I) ein DNA-Doppelstrangbruch als Auslöser des Prozesses, (II) eine 
Wechselwirkung der Sequenzen, die rekombinieren und (III) die Lösung der rekombinie-
renden Sequenzen mit der Bildung neuer rekombinanter Produkte (Shaffer und Lupski, 
2000).  
Die Bruchpunkte der häufigen chromosomalen Aberrationen sind mit bestimmten genomi-
schen Strukturen, wie Low-copy-repeats (LCRs) oder AT-reichen Palindromen assoziiert, 
die zur nichtallelischen homologen Rekombination führen können. Mögliche Mechanis-
men der Entstehung Robertsonscher Translokationen wurden unter Punkt 4.4 diskutiert.  
Regionspezifische LCRs bestehen aus DNA-Blöcken von 10 - 400 kb, die zu 97 % iden-
tisch sind und können Gene, Genfragmente, Pseudogene und endogene retrovirale Se-
quenzen enthalten (Stankiewicz und Lupski, 2002). Es konnte nachgewiesen werden, daß 
die Länge der LCRs die Rekombination beeinflußen und längere LCRs zu größeren rear-
rangierten chromosomalen Fragmenten führen (Lupski, 1998).  
Ungleiches Crossing-over zwischen gleich orientierten LCRs auf homologen Chromoso-
men kann zu zwei reziproken Produkten führen: einer direkten Duplikation, wie es z. B. für 
die Region 17p12 bei Charcot-Marie-Tooth Typ 1A beschrieben wurde (Pentao et al., 
1992) oder einer Deletion (Chance et al., 1994). Eine Fehlpaarung invertierter LCRs auf 
homologen Chromosomen kann hingegen zu einer Inversion führen (Stankiewicz und 
Lupski, 2002). Es wurde weiterhin gezeigt, daß auch die Bruchpunkte von SMCs der 
Chromosomen 15 und 22 innerhalb von LCRs liegen (Ungaro et al., 2001; McTaggart et 
al., 1998).  
Palindromische, AT-reiche Sequenzen in 11q23 und 22q11 können durch nichthomologe 
Rekombination zur Ausbildung von Haarnadel-Strukturen führen, die wiederum die Ent-
stehung der häufigen reziproken Translokation t(11;22)(q23;q11) beeinflussen können 
(Edelmann et al., 2001).  
Stankiewicz und Mitarbeiter (2003) konnten auch in Fällen mit seltenen Deletionen und 
verschiedenen Translokationen unter Beteiligung des kurzen Arms von Chromosom 17 
LCRs als die genomischen Strukturen identifizieren, die zu Fehlpaarungen bei Rekombi-
nation führen können.  
 
Auch bei somatischen chromosomalen Mutationen wurden LCRs in den Bruchpunkt-flan-
kierenden Regionen nachgewiesen, so beim Isochromosom 17q (Scheurlen et al., 1999), 
und auch bei der Philadelphiachromosom-Translokation t(9;22) wurde kürzlich ein 76 kb 
großes LCR identifiziert (Saglio et al., 2002).  
 
Gerade nach Veröffentlichung der Sequenzen des humanen Genomprojektes 
[International Human Genome Sequencing Consortium (IHGSC) 2001; Venter et al., 
2001] sind vielfältige Daten verfügbar, die die Identifikation weiterer LCRs bzw. LCR-ähn-
licher Strukturen erlauben, um dadurch spezifischere Aussagen über den Einfluß der 




Aussagen zur Bruchpunktlokalisation chromosomaler Aberrationen sind mittels DNA-ba-
sierender Bänderungsverfahren möglich. Die Methode des MCB erlaubt eine Beschrei-
bung derivativer Chromosomen und der darin involvierten Banden und Sub-Banden relativ 
unabhängig vom Kondensationszustand der Chromosomen.  
 
Das bereits unter Punkt 4.1.2 erwähnte Verfahren des Multitude-MCBs wird in Zukunft 
sicher an Bedeutung gewinnen und sich zu einer fest etablierten Methode entwickeln 
(Abb. 8.4). So wird es möglich, bei Patienten mit Verdacht auf das Vorliegen einer konsti-
tutionellen Aberration und einem unauffälligen Karyotyp eine „Feinanalyse“ der Chromo-
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somen vorzunehmen, wobei alle Chromosomen nach nur einer Hybridisierung beurteilt 
werden können. Eine hochauflösende Beurteilung aller Chromosomen durch nur einen 
Hybridisierungsansatz ist vorallem in den Fällen bedeutsam, in welchen nur wenige Meta-
phaseplatten einer Analyse zur Verfügung stehen, wie es häufig in tumorzytogenetischen 
Fällen und Fruchtwassersuspensionen der Fall ist.  
Der Multitude—MCB-Sondenmix wurde von A. Weise schon in verschiedenen Fällen mit 
konstitutionellen und tumorspezifischen Aberrationen eingesetzt. Das Verfahren des Mul-
titude-MCB ist auch für Analysen von Zellinien geeignet (Weise et al., in preparation).  
Multicolor-Bänderungsmethoden sind nach wie vor durch die Verfügbarkeit geeigneter, 
klar von einander unterscheidbarer Fluorochrome limitiert. Die Methode des Ratio-label-
lings (Tanke et al., 1999) ermöglicht zwar eine farbliche Differenzierung der DNA-Sonden, 
diese führt aber methodisch bedingt nicht zu einer Erhöhung der Multicolor-Banden. Auch 
in Zusammenhang mit dem Multitude-MCB ist es daher nach wie vor von Interesse, neue 
Fluorochrome miteinzubeziehen. Wenn neue Fluorochrome verfügbar wären, könnten die 
Aufnahmen durch Mikroskope mit einem 8 - 10 Positionen umfassenden Filterblock reali-
siert werden.  
 
Lemke und Mitarbeiter (2002) konnten zeigen, daß eine MCB-Analyse der Chromosomen 
auch in Interphasekernen mit einer der Metaphasechromosomen vergleichbaren Auflö-
sung möglich ist. Dadurch wird es möglich, sich-nicht-teilende Zellen zu analysieren.  
Weitere Untersuchungen hierzu wären mit einem Laser-Scanning-Mikroskop zur 3-dimen-
sionalen Darstellung denkbar. So können die im herkömmlichen Lichtmikroskop auftre-
tenden Überlagerungen ausgeglichen werden, und die Zahl der auswertbaren Kerne 
nimmt zu.  
Unter Erhalt der 3-Dimensionalität (Steinhäuser et al., 2002) wird es weiterhin möglich, 
Untersuchungen zur räumlichen Anordnung von chromosomalen Strukturen im Hinblick 
auf Entstehungsmechanismen chromosomaler Aberrationen durchzuführen.  
 
Weitere Bedeutung bei der Identifikation chromosomaler Rearrangements im Hinblick auf 
klinische Auffälligkeiten bzw. Konsequenzen wird sicher der am Institut für Humangenetik 
und Anthropologie, Jena, von H. Starke entwickelten Methode des Sub-Zentromer-FISH 
zukommen (Starke et al., -in press). Bisher wurde diese Technik, die eine Aussage zu 
zentromernahen Bereichen in den Chromosomen liefert, vorwiegend bei der Charakteri-
sierung kleiner überzähliger Markerchromosomen angewandt. Eine klinische Korrelation 
zu kleinen partiellen Trisomien zentromernaher Bereiche konnten in konstitutionell aber-
ranten Fällen nachgewiesen werden (persönliche Mitteilung von Dr. T. Liehr). Fraglich 
bleibt, ob solche kryptischen partiellen Trisomien auch in tumorzytogenetischen Fällen 
nachweisbar sind und wenn ja, ob eine Bedeutung für die Tumorprogression bzw. den 
klinischen Verlauf ableitbar ist.  
 
Die Untersuchungen dieser Arbeit und die verfügbaren Literaturdaten bringen zum Aus-
druck, daß Bruchpunkte auf zyto- bzw. molekularzytogenetischer Ebene als scheinbar 
homogene Ereignisse betrachtet werden.  
Auf molekulargenetischer Ebene liegen bisher nur Einzeluntersuchungen vor, primär On-
kogene betreffend, in denen eine Subdifferenzierung der Bruchregionen vorgenommen 
wurde. So weiß man zwar, daß z. B. im BCR-Gen verschiedene Bruchpunktcluster exi-
stieren, Aussagen darüber, welche Faktoren oder Ereignisse schließlich den Doppel-
strangbruch initiieren und in welcher Weise ein solcher Bruch die chromosomale Struktur 
beeinflußt, sind nicht bekannt.  
Eine exaktere Beschreibung der Bruchpunktlokalisation auf chromosomaler Ebene, wie in 
dieser Arbeit durchgeführt, kann hilfreich sein und als Ausgangspunkt dienen, um weitere 
Untersuchungen und Sub-Differenzierungen vorzunehmen, die dem Verständnis der Ent-
stehung chromosomaler Aberrationen dienen.  
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5 Zusammenfassung 
Ziel dieser Arbeit war, mittels molekularzytogenetischer und molekulargenetischer An-
sätze chromosomale Bruchpunkte, genauer als bisher möglich, zu charakterisieren.  
Dazu war es notwendig, ein DNA-basierendes Bänderungsverfahren für alle humanen 
Chromosomen zu entwickeln, welches eine Beschreibung chromosomaler Bruchpunkte 
auf Sub-Bandenlevel ermöglicht. Diese als Multicolor-Bänderung bezeichnete Methode 
wurde durch regionspezifische und überlappende Mikrosezierungsbanken realisiert. Die 
resultierenden Fluoreszenzintensitätsprofile können mittels Computer in Falschfarben 
übersetzt werden; die resultierende Farb-Bänderung ist in hohem Maße reproduzierbar 
und relativ unabhängig vom Kondensationszustand der Chromosomen. Die durch MCB 
erzielbare Auflösung lag bei 450 - 550 Banden pro haploiden Karyotyp, für einzelne 
Chromosomen konnten deutlich höheren Auflösungen erzielt werden.  
Eine Weiterentwicklung sollte die Etablierung eines auf lokusspezifischen Sonden basie-
renden YAC-MCBs sein. Am Chromosom 13 wurde gezeigt, daß eine Kombination von 
YAC- und Mikrosezierungssonden zwar möglich war, sich aber zur Bruchpunktcharakteri-
sierung schlechter eignete als das auf Mikrosezierungssonden basierende MCB.  
Eine Evaluierung der MCB-Methode, um die Eignung zur Bruchpunktcharakterisierung zu 
überprüfen, wurde anhand verschiedener Aberrationstypen durch den Einsatz weiterer 
molekularzytogenetischer Methoden und lokusspezifischer Sonden vorgenommen. Es 
konnten durch die angewandten Verfahren jeweils gute Übereinstimmungen bei der Be-
schreibung chromosomaler Bruchregionen erzielt werden, z. T. war eine Präzisierung des 
Ergebnisses erst nach MCB möglich. Im Rahmen der Evaluierung wurden auch ZOO-
FISH-Analysen an Gorilla gorilla- (niedrig aberrant) und Hylobates lar-Zellinien (hoch 
aberrant) durchgeführt. Durch die Hybridisierung der menschlichen MCB-Sonden konnte 
über das gesamte Genom eine Beurteilung aller homologen Bereiche und der involvierten 
Bruchregionen erfolgen.  
Mittels MCB wurden anschließend konstitutionelle (46 Fälle) und tumorspezifische (52 
Fälle) Aberrationen untersucht und deren Bruchpunkte charakterisiert.  
In 35 % der Fälle mit konstitutionellen Veränderungen konnte der nach GTG-Bänderung 
beschriebene Befund bestätigt werden, in 26 % erfolgte eine Korrektur der Bruchpunkte 
und in weiteren 39 % der analysierten Fälle war erst nach MCB eine Charakterisierung 
der Aberration(en) möglich. Eine exakte Bruchpunktdefinition erlaubte in 14 von 46 Fällen 
eine Genotyp/Phänotyp-Korrelation bzw. lieferte den Hinweis auf eine Kandidatengen-
region.  
Bei den tumorspezifischen Aberrationen wurde in 31 % der Fälle der nach Giemsa-Bän-
derung beschriebene Karyotyp bestätigt, in 33 % mußte eine Korrektur der Bruchpunkte 
vorgenommen werden und in 36 % der Fälle war erst nach MCB eine Beschreibung der 
Aberration(en) möglich. Es konnten Bruchpunkte bestätigt oder charakterisiert werden, die 
bereits in Zusammenhang mit malignen hämatologischen Erkrankungen beschrieben 
wurden. Zudem war es möglich, 33 weitere, bisher unbekannte, Bruchpunkte zu identifi-
zieren, deren Bedeutung bei Leukämien noch nicht bekannt ist.  
Zum Nachweis möglicher kryptischer Aberrationen wurden Trisomie-8-Fälle mit myelo-
ischen Neoplasien mittels MCB-Verfahren untersucht. Trotz einer erzielten Auflösung von 
ca. 510 Banden pro haploiden Karyotyp konnten keine Abweichungen innerhalb der 
Chromosomen 8 identifiziert werden. Möglicherweise wird die Zellproliferation dieser ma-
lignen Zellen durch einen Gendosiseffekt der Chromosomen 8 bewirkt und ist nicht auf 
eine molekularzytogenetisch sichtbare Veränderung einzelner Gene oder Genabschnitte 
zurückzuführen. 
Kleinere Deletionen bzw. telomernahe Rearrangements konnten durch das MCB-Verfah-
ren nicht in jedem Fall sicher nachgewiesen werden. Mit der MCB-Methode ist es eben-
falls nicht möglich, Aberrationen in den kurzen Armen der akrozentrischen Chromosomen 
zu beschreiben. In dieser Arbeit wurden die Bruchpunkte der häufigen Robertsonschen 
Translokationen mittels lokusspezifischer Plasmidsonden erfaßt.  
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Elektronische Datenbanken:  
 













































acro-cenM-FISH Multicolor-FISH der Zentromere und kurzen Arme der akrozentrischen Chro-
mosomen 
AgNO3 Silbernitrat 
ALL  Akute lymphatische Leukämie 
AML Akute myeloische Leukämie 
Aqua ad Aqua ad iniectabilia (Braun) 
Aqua dest. destilliertes Wasser 





CBG C-Bänderung  
CCD-Kamera charge-coupled device -Kamera (= gekühlter, ladungsgekoppelter Bildsensor) 
c-DNA komplementäre DNA 
cen/cep Zentromer 
cen-BAC zentromernahe BAC-Sonde 
cenM-FISH Zentromer-spezifisches Muticolor-FISH 
cen54M-FISH Zentromer-spezifisches Muticolor-FISH mit midi 54 
CGH comparative genomic hybridization (Vergleichende Genomhybridisierung) 
Chr. Chromosom 
CISS-Hybridisierung  Chromosomen-in-situ-Suppressions-Hybridisierung 
CML Chronisch Myeloische Leukämie 






DOP degenerierte Oligonukleotid-Primer 




E. coli Escherichia coli 
EBV Epstein-Barr-Virus 
edb Elektronische Datenbank 




FKS Fötales Kälber Serum 
Fluo Fluorescein-12-dUTP 
G-Bänderung siehe GTG 
GGO Gorilla gorilla 
GTG G-bands by Trypsin using Giemsa 
HCl Salzsäure 
HLA Hylobates lar 
H2O Wasser 
ICSI Intracytoplasmatische Spermieninjektion 
JMML juvenile myelomonozytäre Leukämie 




LSI lokusspezifische Sonde 
Mb Megabasenpaare 
MCB Multicolor-Bänderung 
MDS Myelodysplastisches Syndrom 
M-FISH Multicolor-FISH 
MgCl2 Magnesiumchlorid 
Micro-CGH CGH nach Mikrosezierung von Kernen 
7 Abkürzungsverzeichnis  XVII 
midi microdissection – Mikrosezierung oder Mikrosezierungsbank 
MPP Metaphaseplatten 
MPS Myelodysplastisches Syndrom 
m-RNA messenger RNA (Boten-RNA) 
NaCl Natriumchlorid (Kochsalz) 
NaH2PO4/ Na2HPO4 Natriumphosphatpuffer 
NaOH Natronlauge 
NOR Nukleolus-organisierende Regionen 
ORF offenes Leseraster (open reading frame) 
OT Objektträger (Einzahl) 
OTs Objektträger (Mehrzahl) 
p kurzer Arm eines Chromosoms  
PBS phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Kochsalz-Lösung) 
pcp  partial chromosome painting 
PCR polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
PHA Phytohämagglutinin 
q langer Arm eines Chromosoms  
RAEB refraktäre Anämie mit Blastenexzeß 
RAEBt refraktäre Anämie mit Blastenexzeß in Transformation 
RNA Ribonukleinsäure 
RNase Ribonuklease 
rpcp region specific partial chromosome painting 
RPMI-1640 Wachstumsmedium 
r-RNA ribosomale RNA 
RT Raumtemperatur 
RT-PCR Reverse-Transkriptase-PCR 
Rx-FISH cross-species color banding 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
SG Spectrum Green-dUTP 
SKY Spectral karyotyping 
SMC supernumerary marker chromosome 
SO Spectrum Orange-dUTP 






TAE Tris-Eisessig-EDTA (Puffer) 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA Polymerase 
tel Telomer 
TR Texas Red-12-dUTP 




UFW unkultiviertes Fruchtwasser 
üN über Nacht 
UV Ultraviolett 
V.a.  Verdacht auf  
wcp  whole chromosome painting 










 N = A (Adenosin) 
   C (Cytosin) 
   G (Guanosin) 
   T (Thymidin) 
   U (Uridin) 
 







Absorptions- und Emissionsspektren der verwendeten Farbstoffe  
Die Spektren von SpectrumGreen und Fluorescein-12-dUTP sind praktisch identisch, daher ist 
Fluorescein-12-dUTP hier nicht extra eingezeichnet.  
(DAC = Diethylaminocoumarin-5-dUTP) 
      Emissionsspektren 
       Absorptionsspektren 
8 Anhang   
 
Abb. 8.2 
Sequenzierungsergebnisse der FUS-ERG-Fusion  
 
 




5‘ TGGCGTGGAG CAGAGGTGGC ATGGGCGGAA GTGACCGTGG TGGCTTCAAT 
   AAATTTGGTG ATTTACCATA TGAGCCCCCC AGGAGATCAG CCTGGACCGG 
   TCACGGCCAC CCCACGCCCC AGTCGAAAGC TGCTCAACCA TCTCCTTCCA 
   CAGTGCCCAA AACTGAAGAC CAGCGTCCTC AGTTAGATCC TTATCAGATT 
   TCTTGGACCA ACAAGTAGCC GCCTTGCAAA TC 3’  








5‘ TGGTGCTTCC CAGGTGATGC AGCTGGAGTT GGAGCTGTCC GACAGGAGCT 
   CCAGGAGGAA CTGCCAAAGC TGGATCTGGC CACTGCCTGG ATTTGCAAGG 
   CGGCTACTTG TTGGTCCAAG AATCTGATAA GGATCTAACT GAGGACGCTG 
   GTCTTCAGTT TTGGGCACTG TGGAAGGAGA TGGTTGAGCA GCTTTCGACT 
   GGGGCGTGGG GTGGCCGTGA CCGGTCCAGG CTGATCTCCT GGGGGGCTCA 
   TATGGTAAAT CACCAAATTT ATTGAAGCCA CCACGGTCAC TTCCGCCCAT 
   GCCACCTCTG CCTCCACGGC CACCTCCACG ACCTCTGGGT TCATAGCCAC 3’  









Unauffälliger männlicher Karyotyp nach mMCB  
Die Falschfarb-Bänderung aller Chromosomen ist dargestellt.  
 
Die Abbildung wurde freundlicherweise von Anja Weise zur Verfügung gestellt. 
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Abb. 8.4  
Nachweis einer inv(9) mittels MCB und lokusspezifischen Sonden (Fall 17) 
Das derivative Chromosom ist jeweils in der rechten Bildhälfte abgebildet.  
(A) MCB #9, in der Mitte sind die Chromosomen in den Falschfarben dargestellt, die von den ent- 
sprechenden Fluorochromprofilen flankiert werden. Die Pfeile markieren jeweils die Bruchstellen. 
(B) Hybridisierungssignale der YAC-Sonden 945f5 (9q22.2) (rot dargestellt) und 933c05 (9q32) (in 
grün dargestellt). Im derivativen Chromosom deutlich ein Splitting des roten Signales zu erkennen. 
Der Karyotyp lautet: inv(9)(q22.2q34.2). 
(C) Anhand der Ideogramme sind die möglichen Aberrationsmuster skizziert. In der Mitte das nor-
male Chromosom 9, links das resultierende Bild beim Vorliegen einer Inversion, rechts die Ban-
denabfolge bei einer invertierten Insertion.  
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Tabelle 8.1  
YAC-Sonden für Chromosom 13, die zu 5 DNA-Pools (I-V) zusammengefaßt wurden  
Die Zahlen in den 5 Säulen zeigen die relativen DNA-Konzentrationen, die in den entspre-
chen-den Pools zusammengemischt wurden, um so eine annähernde Gaußsche Verteilung 
zu erzielen.  
 
Sonde DNA-Pools      Sonde DNA-Pools 
 I II III IV V    I II III IV V 
YAC 841a05 100 50      YAC 945a10   44 64   
YAC 768a04 88 54      YAC 744f11   39 67   
YAC 943e04 80 58      YAC 854b07   34 70   
YAC 931f04 72 62      YAC 940b09   28 73   
YAC 939b04 64 66      YAC 930c05   22 76 4  
YAC 895f08 56 70 6     YAC 814h11   16 79 8  
YAC 939b04 48 74 10     YAC 843c03   11 82 12  
YAC 877d05 40 78 14     YAC 911g04   6 85 16  
YAC 748e04 32 82 17     YAC 835f12   3 88 20  
YAC 951a03 24 86 21     YAC 750h05    91 24  
YAC 963h11 16 90 25     YAC 792a09    94 28  
YAC 818b12 8 94 28     YAC 852g02    97 32  
YAC 911f06  100 32     YAC 968g12    100 36  
YAC 984g06  94 35     YAC 841f03    96 40  
YAC 761d09  88 39     YAC 758c09    91 45  
YAC 940g04  82 42     YAC 921f02    86 50  
YAC 933e09  76 46     YAC 804a04    82 55  
YAC 954c12  70 49     YAC 854b05    77 60  
YAC 818f11  64 52     YAC 961h10    73 65  
YAC 843e11  58 56     YAC 838c01    68 70  
YAC 955g07  52 59     YAC iD01116    64 75  
YAC 843e09  46 63     YAC 871e09    59 80  
YAC 923e02  40 66 3    YAC 811h06    55 85  
YAC 784g06  34 69 7    YAC 847e10    51 90  
YAC 693e02  28 73 10    YAC 909g03    46 95  
YAC 937c07  22 76 13    YAC 911d04    42 100  
YAC 745e03  16 79 16    YAC 839b05    37 97  
YAC 935g02  10 82 19    YAC 737f10    33 94  
YAC 418c06  4 86 22    YAC 795a03 3   28 91  
YAC 806f06   89 25    YAC 927c11 7   24 88  
YAC 936b06   93 28    YAC 761g06 14   19 85  
YAC 906a04   96 31    YAC 947e06 21   15 82  
YAC 802g08   100 34    YAC 935g10 28   11 79  
YAC iB09121   93 37    YAC 943g06 35   7 76  
YAC iE02154   87 40    YAC 842g06 42   3 72  
YAC 845c10   81 43    YAC 775f11 49    68  
YAC 876f02   76 46    YAC 846f05 56    65  
YAC 759h05   70 49    YAC 857b04 63    62  
YAC 790d02   65 52    YAC 743d08 70    60  
YAC 801b11   60 55    YAC 950d10 77    59  
YAC 908b01   54 58    YAC 794g05 88    55  
YAC 758b01   49 61    YAC 935g10 100    50  
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Tabelle 8.2 
YAC-Sonden für Chromosom 13, die zu 7 DNA-Pools (a-g) zusammengefaßt wurden 
Sonde Lokalisation DNA-Pools 
 
YAC 841a05 13q12               a 
YAC 768a04    13q12                        a 
YAC 943e04 13q12              a 
YAC 931f04 13q12           a 
YAC 939b04 13q12             a 
YAC 895f08 13q12-13         a 
YAC 939b04 13q12-13         a 
YAC 877d05 13q12-13        ab 
YAC 748e04 13q12.3-13     ab 
YAC 951a03 13q13             ab 
YAC 963h11 13q13             ab 
YAC 818b12 13q13-14.1      b 
YAC 911f06 13q14               b 
YAC 984g06 13q14              b 
YAC 761d09 13q14               b 
YAC 940g04 13q14              b 
YAC 933e09 13q14              b 
YAC 954c12 13q14              b 
YAC 818f11 13q14              b 
YAC 843e11 13q14              b 
YAC 955g07 13q14              b 
YAC 843e09 13q14.2-14.3  bc 
YAC 923e02 13q14-21        bc 
YAC 784g06 13q14-21        bc 
YAC 693e02 13q14-21        bc 
YAC 937c07 13q14-21        bc 
YAC 745e03 13q14-21        bc 
YAC 935g02 13q14-21        bc 
YAC 418c06 13q14-21        bc 
YAC 806f06 13q14-21        bc 
YAC 936b06 13q14.3-21.1  bc 
YAC 906a04 13q21.1-21.2  bc 
YAC 802g08 13q21.1-21.2  bc 
YAC iB09121 13q21             bc 
YAC iE02154 13q21             bc 
YAC 845c10 13q21             bc 
YAC 876f02 13q21             bc 
YAC 759h05 13q21             bc 
YAC 790d02 13q21.1-21.2 bcd 
YAC 801b11 13q21.1-21.2 bcd 
YAC 908b01 13q21.2-21.3 bcd 
YAC 758b01 13q21.2-21.3 bcd 
 
 
Sonde Lokalisation DNA-Pools 
 
YAC 945a10 13q21-22        cd 
YAC 744f11 13q21-22        cd 
YAC 854b07 13q21-22        cd 
YAC 940b09 13q21-22        cd 
YAC 930c05 13q22             de 
YAC 814h11 13q22             de 
YAC 843c03 13q22              de 
YAC 911g04 13q22              de 
YAC 835f12 13q22              de 
YAC 750h05 13q22              de 
YAC 792a09 13q22              de 
YAC 852g02 13q22              de 
YAC 968g12 13q22-31        de 
YAC 841f03 13q22-31        de 
YAC 758c09 13q22-31        de 
YAC 921f02 13q22-31        de 
YAC 804a04 13q31              de 
YAC 854b05  13q31          de 
YAC 961h10 13q31             de 
YAC 838c01 13q31             de 
YAC iD01116 13q31              de 
YAC 871e09 13q31-32         e 
YAC 811h06 13q31-32       e 
YAC 847e10 13q31-32         e 
YAC 909g03 13q32              ef 
YAC 911d04 13q32              ef 
YAC 839b05 13q32              ef 
YAC 737f10 13q32              ef 
YAC 795a03 13q32              ef 
YAC 927c11 13q32              ef 
YAC 761g06 13q32-33   efg 
YAC 947e06 13q32-33      efg 
YAC 935g10 13q32-33      efg 
YAC 943g06 13q33-34        fg 
YAC 842g06 13q33-34        fg 
YAC 775f11 13q33-34        fg 
YAC 846f05 13q33-34        fg 
YAC 857b04 13q33-34        fg 
YAC 743d08 13q33-34        fg 
YAC 950d10 13q33-34        fg 
YAC 794g05 13q33-34        fg 
YAC 935g10 13q34              fg 
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Tabelle 8.3 

















































Sonde Lokalisation DNA-Pools 
 
YAC 841a05 13q12               A 
YAC 768a04    13q12                        A 
YAC 943e04 13q12              A 
YAC 931f04 13q12           A 
YAC 939b04 13q12             A 
YAC 895f08 13q12-13         A 
YAC 939b04 13q12-13         A 
YAC 877d05 13q12-13        A 
YAC 748e04 13q12.3-13     A 
YAC 951a03 13q13             AB 
YAC 963h11 13q13             AB 
YAC 818b12 13q13-14.1      B 
YAC 911f06 13q14               B 
YAC 984g06 13q14              B 
YAC 761d09 13q14               B 
YAC 940g04 13q14              B 
YAC 933e09 13q14              B 
YAC 954c12 13q14              B 
YAC 818f11 13q14              B 
YAC 843e11 13q14              B 
YAC 955g07 13q14              B 
YAC 843e09 13q14.2-14.3  B 
YAC 923e02 13q14-21        B 
YAC 784g06 13q14-21        B 
YAC 693e02 13q14-21        B 
YAC 937c07 13q14-21        B 
YAC 745e03 13q14-21        B 
YAC 935g02 13q14-21        B 
YAC 418c06 13q14-21        B 
YAC 806f06 13q14-21        BC 
YAC 936b06 13q14.3-21.1  BC 
YAC 906a04 13q21.1-21.2  C 
YAC 802g08 13q21.1-21.2  C 
YAC iB09121 13q21             C 
YAC iE02154 13q21             C 
YAC 845c10 13q21             C 
YAC 876f02 13q21             C 
YAC 759h05 13q21             C 
YAC 790d02 13q21.1-21.2 C 
YAC 801b11 13q21.1-21.2 C 
YAC 908b01 13q21.2-21.3 C 
YAC 758b01 13q21.2-21.3 C 
Sonde Lokalisation DNA-Pools 
 
YAC 945a10 13q21-22        C 
YAC 744f11 13q21-22        C 
YAC 854b07 13q21-22        C 
YAC 940b09 13q21-22        C 
YAC 930c05 13q22             CD 
YAC 814h11 13q22             CD 
YAC 843c03 13q22              CD 
YAC 911g04 13q22              CD 
YAC 835f12 13q22              CD 
YAC 750h05 13q22              CD 
YAC 792a09 13q22              CD 
YAC 852g02 13q22              CD 
YAC 968g12 13q22-31        DE 
YAC 841f03 13q22-31        DE 
YAC 758c09 13q22-31        DE 
YAC 921f02 13q22-31        DE 
YAC 804a04 13q31              DE 
YAC 854b05  13q31          DE 
YAC 961h10 13q31             DE 
YAC 838c01 13q31             DE 
YAC iD01116 13q31              DE 
YAC 871e09 13q31-32         EF 
YAC 811h06 13q31-32       EF 
YAC 847e10 13q31-32         EF 
YAC 909g03 13q32              EF 
YAC 911d04 13q32              EF 
YAC 839b05 13q32              EF 
YAC 737f10 13q32              EF 
YAC 795a03 13q32              EF 
YAC 927c11 13q32              EF 
YAC 761g06 13q32-33   EF 
YAC 947e06 13q32-33      EF 
YAC 935g10 13q32-33      EF 
YAC 943g06 13q33-34        EF 
YAC 842g06 13q33-34        EF 
YAC 775f11 13q33-34        EF 
YAC 846f05 13q33-34        EF 
YAC 857b04 13q33-34        EF 
YAC 743d08 13q33-34        EF 
YAC 950d10 13q33-34        EF 
YAC 794g05 13q33-34        EF 
YAC 935g10 13q34              EF 
 Tabelle 8.4 










Zytogenetischer Befund nach 
GTG 
Molekularzytogenetischer 




Fälle mit konstitutionellen Aberrationen 
 
1 Lymphozyten Partnerin mit 2x 
Abortus 
30 46,XY,der(13;14)(q10;q10) ish t(13;14)(p11.1;p11.1)  
2 Lymphozyten Elternuntersuchung, 
da bei Kind t(13;14) 
nachgewiesen wurde 
60 46,XX,der(13;14)(q10;q10) ish t(13;14)(p11.1;p11.1)  
3 a) Lymphozyten Auffällige Facies und 
Micrognathie, Mamil-
len auseinanderste-
hend, relativ großer 
Kopf, kurzer Hals, 
Lidödeme, Ödeme am 
Fußrücken 





4 Lymphozyten Auffälliges Ergebnis 
im Triple-Test mit 
anschließender FW-
Punktion, Überprü-
fung der Bruchpunkte 
an Lymphozyten 
1 Monat 46,XX,t(12;13)(q13;q22) ish t(12;13)(q13;q22)  



















Zytogenetischer Befund nach 
GTG 
Molekularzytogenetischer 
Befund nach YAC-MCB #13 
An-
merkungen
6 Lymphozyten Vater von Fall 5 als 
Träger der balancier-
ten t(9;13) 




Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
 





ish +13  
8 Knochenmark Plasmazell-Leukämie 72 Komplex, u.a. -13 ish -13  
9 Knochenmark V. a. akute Leukämie 65 46,XX,del(13) ish del(13)(q13q22)  
10 b) Knochenmark Akute Leukämie Keine 
Angabe 




11 Knochenmark V. a. AML aus MDS 60 45,X,-Y,der(13)t(1;13)(q2?1;q34)[13] ish der(13)t(1;13)(q21;q32) MCB #1 zu-
sätzlich hybridi-
siert 













Abb. 3.3 B 
 
a) Abbildung in Liehr et al., 2002a  
b) Liehr und Claussen, 2002a 
 
Abkürzungen: 
AML   akute myeloische Leukämie 
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten  
myeloischen Leukämien 
MDS  Myelodysplastisches Syndrom 
V. a.   Verdacht auf 
8 Anhang 
 Tabelle 8.5 






















Fälle mit konstitutionellen Aberrationen 
 











schwere mentale Retar- 
dierung 
Pränatal 







46,XX,dup(9q) - Micro-CGH 
- FISH mit folgenden 
Sonden: wcp9, pcp 9p, 
pcp 9q, Midi 18, 23, 36, 
YACs 747b3, 750c6, 
906g6, 945f5, 806f02, 
933c05, 957h08, 908f11, 
933g6, 931d9, 857g10, 
870b4 
- MCB #9 
nach Micro-CGH: 
rev ish enh(9q22-31) 
 










Mentale Retardierung, keine 
morphologischen Auffällig-
keiten 
18 46,XY,der(5) - FISH mit folgenden 
Sonden: rpcp 5p13-10, 
rpcp 5q10-13, Midi 12, 
cenBACs 301A5, 160F8 




15 Amnionzellen Altersindikation 36 46,XY,?del(8) 
(q12 or q21.1) or 
?ins(8) 
- FISH mit folgenden 
Sonden: BACs 688B7, 
366K18, 382J12, 
697L23, 51M18, 353O11 
+ cep8 
- MCB#8 


























16 Lymphozyten In Amnionzellen der Patien-
tin (Punktion wegen auffälli-
gem Triple-Test) lag eben-
falls der(5) vor  
31 46,XX,?inv(5) 
(q33.2 or q33.3 





- FISH mit folgenden 
Sonden: YACs 827e4, 
782b10, subtel 5q,  
rpcp 5q34-qter 
- MCB #5 
ish inv(5)(q33.?3q35.3)  






- FISH mit folgenden 
Sonden: YACs 933c05, 
945f5  





18 Lymphozyten Sterilität 43 46,XY,t(9;17) 
(q?13;p?11.2), 
16qh+ 
- subcen-Mix #17 
(cenBACs 746M1, 
229K15, pcp 17p, pcp 
17q, cep 17) 









Altersindikation 35 46,XX,t(3;13) 
(q13;q22)mat  
- FISH mit folgender 
Sonde: 
YAC-Contig #13 (q22-31)
- MCB #3 
ish t(3;13)(q13;q22)  
20 Lymphozyten Mutter von Fall 19 als Trä-




- FISH mit folgender 
Sonde: 
YAC-Contig #13 (q22-31)
- MCB #3 
ish t(3;13)(q13;q22)  







- FISH mit folgenden 
Sonden: M-FISH, acro-
cenM-FISH, pcp 6p, 
subtel 6p (62I11) 
- Mikrosezierung 



























22 c) Lymphozyten Postaxiale Polydaktylie bei-





3 48,XX,+2mar - FISH mit folgenden 
Sonden: cenM-FISH mit 
midi 54, cep 15 (α-Satel-
lit und Satellit-III-Sonde) 
(ABBOTT), lokusspezifi-
sche Sonden: SNRPN 
und D15S10 (15q13) 
(ABBOTT) 






Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
 




- Mikro-CGH  




Fall 24 gleiche 
Patientin 
24 Knochenmark JMML  






- MCB #3 










25 d) Knochenmark CML 48 47,XY+mar[18]/ 
46,XY[2] 
- Mikrosezierung  
- Mikro-CGH 






































- MCB #1 
           #2 
           #5 
           #8 
           #18 
           #20 
ish 40~44,XY,der(1)t(1;5;8;20)(1qter→1p12: 









20q11.2 or 20q11.2→20p11.1::18p11.22→ 
18p11.32)                              Abb. 3.12 A + B 

















- Mikro-CGH  
- M-FISH  
- lokus- 
  spezifische  
  Sonden 
- MCB  
#1, #3, #5, #7, 
#8, #9, #10, #11, 
#13, #14, #15, 










                                                            Abb. 3.13 
 
a) Fall wurde publiziert in Heller et al., 2000a 
b) Fall wurde publiziert in Trifonov et al., 2003 
c) Fall wurde publiziert in Nietzel et al., 2003 
d) Fall wurde publiziert in Starke et al., 2001 
e) Fall wurde publiziert in Heller et al., 2003 
f) Fall wurde publiziert in Heller et al., - in press-c 
Abkürzungen: 
AML   akute myeloische Leukämie 
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämien 
CML  chronisch myeloische Leukämie 
ICSI  Intracytoplasmatische Spermieninjektion 
JMML  Juvenile myelomonozytäre Leukämie 
SSW  Schwangerschaftswoche 
8 Anhang 
 Tabelle 8.6 


















Fälle mit konstitutionellen Aberrationen 
 
28 Lymphozyten Psychomotorische Retardierung, 
fragliche Neurodegeneration, cra-
niofaciale Dysmorphien 
12 46,XX,t(1;14)(q24;q13) #1 
#14 
ish t(1;14)(q24;q13) 





30 Lymphozyten Geplante ICSI 26 46,XX,inv(3)(p13q21)mat #3 ish inv(3)(p13q21) 
 
⇒ perizentrische Inversion 
31 Lymphozyten Mehrere Aborte 32 46,XX,?inv(5)(p?13p?15.1) #5 ish inv(5)(p13p15.1) 
 
⇒ parazentrische Inversion 
32 Lymphozyten Erhebliche geistige Behinderung 26 46,XX,?inv(18)(q11.2q23)pat #18 ish inv(18)(q11.2q23) 
 
⇒ parazentrische Inversion  
                                        Abb. 3.18 
33 Lymphozyten Vater von Fall 32 als Träger einer 
konstitutionellen inv(18) 
62 46,XY,inv(18)(q11.2q23) #18 ish inv(18)(q11.2q23) 
 
⇒ parazentrische Inversion 
                                    Abb. 3.18 
34 Chorionzotten Auffälliger Ultraschallbefund  36 47,XX,+?iso(12p) #12 ish +i(12) 
(pter→p10::p10→pter) 
 
Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
 
35 Knochenmark AML M5 26 46,XX,inv(1)(q11q31), 
t(9;11)(p22;q23)[8] 
#1 ish inv(1)(q11q31) 
























37 Knochenmark MDS-RAEB 33 46,XX,inv(3)(q21q26)[9]/ 
46,XX[1] 
#3 ish inv(3)(q21q26) 
38 Knochenmark AML 70 45,XX,inv(3)(q21q26),-7[8]/ 
45,XX,?inv(3)(q21q26),-7[2] 
#3 ish inv(3)(q21q26) 
39 Knochenmark AML 81 46,XX,del(5)(q14q34)[cp2]/ 
46,XX[7] 
#5 ish del(5)(q14q34) 
40 Knochenmark AML 79 46,XX,t(4;5)(p?12;q?11.2)[4]/ 
46,XX[16] 
#5 ish t(4;5)(p12;q11.2) 
41 Knochenmark AML M1 k.A. 46,XX,-7[23]/46,XX[23] #7 ish –7 
42 Knochenmark AML 55 46,XY,del(7)(q3?3), 
inv(16)(p13q22)[10] 
#7 ish del(7)(q33) 
43 Knochenmark T-ALL  26 46,XY,t(10;11)(p12;q21)[3]/ 
46,XY[17] 
#11 ish t(10;11)(p12;q21) 
44 Knochenmark AML M4eo  41 46,XY,t(16;16)(p13;q22)[29]/ 
46,XX[1] 
#16 ish t(16;16)(p13;q22) 
45 Knochenmark AML M4eo k.A. 46,XY,t(16;16)(p13;q22)[20] #16 ish t(16;16)(p13;q22) 
46 Knochenmark AML k.A. 46,XY,inv(16)(p13q22)[20]/ 
46,XY[5] 
#16 ish inv(16)(p13q22) 
 
47 Knochenmark T-ALL 58 46,XY,del(16)(q2?3)[4]/ 46,XY[6] #16 ish del(16)(q23) 





                                Abb. 3.25 
 
Abkürzungen: 
AML   akute myeloische Leukämie 
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten  
myeloischen Leukämien 
c-ALL  common-akute lymphatische  
Leukämie 
ICSI  Intracytoplasmatische  
Spermieninjektion 
k.A.   keine Angaben verfügbar 
MDS  Myelodysplastisches Syndrom 
RAEB  refraktäre Anämie mit  
Blastenexzeß 
T-ALL  T-Zell akute lymphatische  
Leukämie 
V. a.   Verdacht auf 
8 Anhang 
 Tabelle 8.7 
Mit molekularzytogenetischen Methoden untersuchte Fälle, bei denen die Bruchpunkte der GTG-Bänderung korrigiert wurden bzw. eine 



























































#1 ish inv(1)(p32.3q32.1) 
 
⇒ perizentrische Inversion 
Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
54  Lymphozyten Mutter von Fall 53 als Träger der 
konstitutionellen inv(1)  
21 46,XX,inv(1)(p?31.1; 
q?25) 
#1 ish inv(1)(p32.3q32.1) 
 
⇒ perizentrische Inversion 
Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
55 Lymphozyten Geplante ICSI, da Oligozoosper-
mie 
39 46,XY,der(1p) #1 ish inv(1)(p34.2p31.3) 
 
⇒ parazentrische Inversion 









⇒ parazentrische Inversion 




57 Lymphozyten Mutter von Fall 56 als Träger der 
konstitutionellen inv(8)  




⇒ parazentrische Inversion 
 
# 1 unauffällig 
























58 Lymphozyten Frühgeburt 31. SSW; Gaumen-
spalte, tiefer Ohransatz und 
dysplastische Ohrmuschel, Ventri-
kelseptumdefekt 
1 Monat 46,XX,inv(3) #3 ish inv(3)(p11.2p23) 
 
⇒ parazentrische Inversion 





59 Lymphozyten Habituelle Aborte (3) 38 46,XX,der(11)?inv(11) 
(q21q24.1) 
#11 ish inv(11)(q21q23.3) 
 
⇒ parazentrische Inversion 
Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
60 Lymphozyten V.a. Kallmann-Syndrom; 
Hodendystrophie beidseitig, Gynä-
komastie, kein Hochwuchs 
20 46,X,add(Y)(p11.3)pat #Y ish inv(Y) 
(p11.32q11.2?23)pat 
 
⇒ perizentrische Inversion 
erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich, 
Bruder: Fall 61 
Vater: Fall 62 
61 Lymphozyten V.a. Kallmann-Syndrom; 
Hypogenitalismus 
13 46,X,add(Y)(p11.3)pat #Y ish inv(Y) 
(p11.32q11.2?23)pat 
 
⇒ perizentrische Inversion 
erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich, 
Bruder: Fall 60 
Vater: Fall 62 
62 Lymphozyten Elternuntersuchung, 
da bei beiden Söhnen inv(Y) 
nachgewiesen, es stehen keine 
klinischen Angaben des Vaters zur 
Verfügung 
43 46,X,add(Y)(p11.3) #Y ish inv(Y) 
(p11.32q11.2?23) 
 
⇒ perizentrische Inversion 
erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich, 
Söhne: Fälle  




Abortus k.A. 46,XY,der(1)  #1 ish dup(1)(pter→p22.2: 
:p22.2→p33::p22.2→qter) 
 
⇒ duplizierter Bereich liegt  
     invertiert vor 































65 Lymphozyten Mikrocephalus, Progenie, erwei-
tertes Ventrikelsystem, hypertro-
phes Genitale, deutlicher psycho-
motorischer Entwicklungsrück-
stand  








66 Lymphozyten Schwere mentale Retardierung, 
craniofaciale Dysmorphien, Epi-
















67 Lymphozyten V.a. Prader-Willi/Angelman-Syn-
drom 




Fälle mit konstitutionellen Aberrationen– komplex aberrant 
 
68 Lymphozyten Elternuntersuchung, da im Abort-
gewebe dup(1) nachgewiesen (= 
Fall 63) 
43 46,XY,der(1) #1 ish ins(1)(p31.2q31.2q32) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 




⇒ inserierter Bereich liegt  
     invertiert vor 




    Abb. 3.19 
 
8 Anhang 



















70 Lymphozyten V. a. Turner-Syndrom bei 
Sterilität und Kleinwuchs 
(135 cm), 
es liegt keine mittelgradige 
oder schwere geistige 
Behinderung vor 






  #3, #6 , #15 
- ceps 3, 6, 15 
  (ABBOTT) 
- subcen #3 
  (bA91A15,  
  bA21I16, 3p,  
  3q, cep3) 
- subtel 3p  
  (1186B18),  
  3q (196F4), 
  6p (62I11),  
  6q (57H4),  
  subtel15q  
  (D15S396,  

















bA21I16-,D15S396-)[6]     
                                            Abb. 3.20 
71 b) Lymphozyten nach Geburt: Microcepha-





















- MCBs  
  #1 
  #2 
  #4 








                                            Abb. 3.21 
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Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
 
72 Knochenmark AML 46 46,XY,der(7)t(1;7)[3]/46,XY[7] MCB #1 





73 Knochenmark AML 57 47,X,-X,del(3)(q?21q?25),+18, 
+mar[cp10] 
MCB #3 ish t(3;3)(q21;q26) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
74 Knochenmark Fanconi-Anämie 15 47,XY,+iso(3?)[28]/47,XY, 
der(1q),+iso(3?)[4]/46,XY[22] 




75 Knochenmark MDS k.A. 46~48,XX,der(3),-5,-20, 
+2mar[cp10] 




erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
76  Knochenmark AML 67 46,XX,-4,-5,-11,-20,-21, 
+5mar [cp6] 
MCB #5 ish del(5)(q11.2q34) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
77 Knochenmark MDS-RAEB 66 46,XX,del(5)(q1?5)[7]/ 
46~47,XX,+8[cp2]/46,XX[3] 
MCB #5 ish del(5)(q14q33) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
78 Knochenmark MDS 85 46,XX,del(5q)[6]/46,XX[11] MCB #5 ish del(5)(q21q33) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
79 Knochenmark MDS k.A. 46,XX,del(5)(q1?3;q3?)[24]/ 
46,XX[1] 
MCB #5 ish del(5)(q15q34) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
80 Knochenmark MDS k.A. 46,XX,del(5)(q1?3;q3?3), 
del(20)(q?)[3]/45,XX,del(5), 
-7,del(20)(q?)[19]/46,XX[3] 
MCB #5 ish del(5)(q13q32) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
81 Knochenmark MDS k.A. 46,XY,del(5)(q?)[14] MCB #5 ish del(5)(q14.1) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
82 Knochenmark MDS 68 46,XX,del(5)(q13q33),del(11) 
(?q22q24),del(13)(q12q14)[20] 


























83 Knochenmark JMML k.A. 46,XY,del(5)(q?)[21]/45,X,-Y, 
del(5)(q?)[1]/45,X-Y[2]/46,XY[1] 
MCB #5 ish del(5)(q15) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
84 Knochenmark AML M4 k.A. 46,XX;del(5)(q?12q?33),21q-[15] MCB #5 ish del(5)(q15) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
85 Knochenmark Akute Leukämie 
(AML?) 
k.A. 48,XY,del(5)(q?),+8,+21[10] MCB #5 ish del(5)(q15q33) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
86 Knochenmark AML k.A. 46,XY,t(5;12)(q2?1;q2?3)[12] MCB #5 
         #12 
ish t(5;12)(q22;q21) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
87 Knochenmark T-ALL k.A. 46,XY,inv(7)(p15or22q11or22)[15] MCB #7 ish inv(7)(p21q21.3) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
88 Knochenmark AML 55 46,XY,del(7q3?),inv(16) 
(p13q22)[10] 
MCB #7 ish del(7)(q33) Bruchpunkt-
korrektur erfolgt 
 
Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen– komplex aberrant 
 





         #5 






erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 




- MCB #3 
           #5 






erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 




































MCB #5 ish del(5)(q21q33) erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
93 c) Knochenmark CML 78 46,XX,-5,-5,+del(5q),+der(5) - MCB #5 
- M-FISH 
ish del(5)(pter→q12: :q33→ 
qter),ins(5)(pter→q15::q12→
q21::q21→qter) 
erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
       Abb. 3.22 
94 d) Knochenmark AML-M2 22 43,XX,-5,?hsr(9)(p22),-16,add(17) 
(p12 or p13),-19[6] 
- MCB #5 
- M-FISH  
- ceps 
  5, 17  









erst nach MCB 
Beschreibung 
möglich 
95 Knochenmark AML M4 k.A. 46,XY,inv(16)(p13q22),der(18) 
t(11;18)(q21;q23)[12] 
MCB #11 
         #16 





96 Knochenmark AML M2 k.A. 46,XY,del(12)(p?11p?13)[21]/ 
46,XY,del(12),5q-,der(19) 
t(5;19),der(16)[1]/46,XY[3] 



























→ t-MDS RAEB mit 










- midi 54  
- ceps 6, 7, 12, 
  13/21 
- MCBs #5, #6, 
  #7, #12, #13 
  #19 
ish 44,XY,-5,der(6)t(6;7)(6pter→6q12: 







13p11.2::12p13.1→12pter),-19   
                                               Abb. 3.23 







- M-FISH  
- MCBs #1, 
  #3, #5, #6, #9, 
  #12, #13, #17 
  #X 
ish der(3)t(3;13;12)(3qter→3p23::13q13 
→13q32::12q24.3),del(5)(5pter→5q34 










Die tumorzytogenetischen Fälle sind – bis auf wenige Ausnahmen – publiziert in Heller et al., - submitted. 
 
a) Abbildung in Liehr und Claussen, 2002 
b) Fall wurde publiziert in Seidel et al., 2003 
c) Fall wurde publiziert in Heller et al., 2002 
d) Fall wurde publiziert in Kebelmann-Betzing et al., 2000 
e) Fall wurde publiziert in Heller et al., - in press-b 
Abkürzungen:  
T-ALL  akute lymphatische Leukämie der 
T-Zellreihe  
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten  
myeloischen Leukämien 
CML  chronisch myeloische Leukämie 
ICSI  Intracytoplasmatische  
Spermieninjektion 
JMML  juvenile myelomonozytäre  
Leukämie 
k.A.   keine Angaben verfügbar 
 
oB   ohne Befund  
SSW   Schwangerschaftswoche  
t-AML M2 Therapieassoziierte AML M2 
t-MDS RAEB  Therapieassoziiertes  
Myelodysplastisches  
Syndrom / refraktäre Anämie 
mit Blastenexzeß 
TNFα   Tumornekrosefaktor α 
V.a.  Verdacht auf 
8 Anhang 
8 Anhang   
Tabelle 8.8 
MCB #8-Untersuchungen an Fällen mit Trisomie 8  
(und weiteren numerischen oder strukturellen Veränderungen)  
 
Zahl der analysierten MPP nach MCB #8 Fall Diagnose Alter 
(in 
Jahren) 










99 AML 86 47,XX,+8[4] 0 12 0 12 n.n. 
100 AML k.A. 47,XX,+8[25] 8 16 0 24 n.n. 
101 AML 14 47,XX,+8[11]/46,XX[9] 5 22 1 28 n.n. 
102 AML 70 47,XY,+8[3]/46,XY[5] 9 6 0 15 n.n. 
103 AML-M3 27 47,XX,+8[17]/46,XX[3] 9 40 0 49 n.n. 
104 MDS 40 47,XX,+8[6]/46,XX[16] 490 172 0 662 n.n. 
105 MDS 62 47,XX,+8[3]/46,XX[17] 8 2 0 10 n.n. 
106 MDS-
RAEBt 
62 47,XX,+8[5]/46,XX[11] 58 87 0 145 n.n. 
107 AML-M0 65 47,XX,+8,del(13)[9]/ 
47,XX,t(4;12),+8, 
del(13)[9]/46,XX[2] 
1 7 0 8 n.n. 




2 0 12 14 n.n. 







228 20 0 248 n.n. 





























AML  akute myeloische Leukämie 
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten myeloischen Leukämien
CML  chronisch myeloische Leukämie 
k.A.   keine Angaben verfügbar 
MDS  Myelodysplastisches Syndrom  
MPP  Metaphaseplatten 
n.n.  nicht nachweisbar 
RAEBt  refraktäre Anämie mit Blastenexzeß in Transformation
 Tabelle 8.9 





















Fälle mit konstitutionellen Aberrationen 
 











ish t(3;21)(q21 or 
q23;22.3) 
- del(3) konnte mit MCB 
nicht nachgewiesen 
werden 
- CGH wurde von Dr. 
H.Tönnies (Berlin) 
durchgeführt 




→ Deletion in Telomerre-


















#10 ish del(10)(q26) 
 
→ nach MCB nicht si-
cher nachweisbar 
- del in 10q26 durch 
CGH bestätigt 
(Mitteilung von Dr. M. 
Volleth, Magdeburg) 





46,XY,?del(8)(p23.1) #8 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
- kein Verlust der subtel 
8p-Sonde 
- durch YACs konnte 
del(8)(p23.1) nachge-
wiesen werden, Größe 
der del: ca. 6Mb (mündl. 



























cum, Tuberöse Sklerose 















keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
- Hybridisierung mit LSI 
p53 + cep17 (ABBOTT) 
mit unauffälligem Er-
gebnis 


























Fälle mit tumorspezifischen Aberrationen 
 
118 Knochenmark V.a. MDS 80 46,XY/46,XY,?der(5) #5 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
 
119 Knochenmark Burkitt-Lymphom 40 46,XX,?der(5q), 
t(8;14)(q24;q32)[9] 
 
→ auffällige Bänderung 
in 5qter? 
#5 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
- subtel 5q (240G13) 
- YAC 827e4 (5q34) 
→ nach Hybridisierung 
keine abweichende 
Signalkonstellation 
120 Knochenmark ALL 38 46,XX,?der(7p) 
 
→ 7p vergrößert? 
#7 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
 
121 Knochenmark V.a. Progreß beim 
Immunozytom 
53 46,XX,?del(12p) #12 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
 
122 Knochenmark V.a. AML 60 46,X,i(X)(q11.1),?der(13) #13 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
 
123 Knochenmark AML M2 aus MDS 75 46,XX,inv(3)(q21q26) #3 keine Aberration mittels 
MCB nachweisbar 
 




a) CGH-Ergebnis abgebildet bei Tönnies et al., 2001 [entspricht Figure 2(C)] 
 Abkürzungen: 
ALL  akute lymphatische Leukämie 
AML  akute myeloische Leukämie 
AML M0-M7  FAB-Klassifikation der akuten  
myeloischen Leukämien 
MDS  Myelodysplastisches Syndrom 
V.a.  Verdacht auf 
8 Anhang 
8 Anhang   
Tabelle 8.10 
Signalverteilung an Fällen mit Robertsonschen Translokationen  
 
 
Bruchpunktanalysen mit folgenden 
Sonden: 
Fall ROB 
pTRS-47 pTRS-63 pTRI-6 pU6.2 
125 (13;14) + - + - 
126 (13;14) + - + - 
127 (13;14) + - + - 
128 (13;14) + - + - 
129 (13;14) + - + - 
130 (13;14) + - + - 
131 (13;14) + - + - 
132 (13;14) + - + - 
133 (13;14) + - + - 
134 (13;14) + - + - 
135 (13;14) + - + - 
136 (13;14) + - + - 
137 (13;14) + - + - 
138 (13;14) + - + - 
139 (13;14) + - + - 
140 (13;14) + - + - 
141 (13;14) + - + - 
142 (14;21) + - + - 
143 (14;21) + - + - 
144 (14;21) + - + - 
145 (14;21) + - + - 
 
Zeichenerklärung:  
+ auf den Translokationschromosomen sind Signale detektierbar 
- auf den Translokationschromosomen sind keine Signale sichtbar 
 
 
8 Anhang   
Tabelle 8.11 
Bruchpunkte in Fällen mit tumorspezifischen Aberrationen, die bislang noch nicht in Ver-




Fall in der Bruchregion lokalisierte 
Gene 
ähnliche Fälle bzw. 
Erkrankungstypen 
1q11: k.A. k.A. inv(1)(q11q31) 35 
1q31: G0S8, IL10, RGS1, 
PCTK3 
G0S8 Überexpression in 
AML, ALL und CML (in 
Blastenkrise) beschrieben 
(Wu et al., 1995) 




t(2;20)(q12;q13.2) 26 2q12: IL1R1, IL1RL1, IL1RL2,  
IL1RRP, BCL2L11, IL18R,  
IL18 RAP, LTBP1, NCL, 
NCK2, MAP4K4, RANBP2 
k.A. 
del(3)(p11q24) 75 3p11: k.A. k.A. 
i(3)(qter->p10::p10->qter) 74 3p10: k.A. k.A. 
t(3;7)(q11.1;q32) 23;24 3q11.1: k.A. 
7q32: IMPDH1, NRF1 
k.A. 
k.A. 
del(3)(q12q26.1) 89 3q12: k.A. k.A. 
t(3;17)(q26.3;q12) 90 3q26.3: ECT2, THPO, PIK3CA, 
TNFSF10, RPL22 
k.A. 




der(5)t(5;?)(5q13::?) 89 5q13: CCNH, RAF17 k.A. 
t(5;18)(q11;q21.3) und 
t(2;5)(q32;q11) 
26 5q11: k.A. k.A. 
t(5;18)(q14.3;q21.3) 26 5q14.3: k.A. k.A. 




t(5;8)(5q15 or 5q14.3: 
:8p11.2) 
26 5q15; 5q14.3: k.A. 
8p11.2: GPR9, PPP2CB 
k.A. 
k.A. 
inv(7)(p21q21.3) 87 7p21: IL6, RALA 
7q21.3: HGF, ASK, CDK6 
k.A. 
k.A. 




t(8;18)(8q24.2-3::18p11.22) 26 8q24.2-3: MYC, PTK2, PVT1 
18p11.22: ERV1, YES1 
k.A. 
k.A. 
11p11.2: HPTP eta k.A. r(11)(:p11.2->q13.1::q14:) 25 
11q13.1: CCND1, SEA, CD5, 
SIPA1, RAD9 11q14: k.A. 
k.A. 








del(16)(q23) 47 16q23: k.A. k.A. 
t(3;18)(q21;p11.3) 24 18p11.3: k.A. k.A. 






Abkürzungen:  ALL akute lymphatische Leukämie 
AML akute myeloische Leukämie 
CML chronisch myeloische Leukämie 
k.A. keine Angaben bislang verfügbar 
9 Lebenslauf   
9 Lebenslauf 
Name:    Anita Heller 
Geboren am:   07.05.1973 in Schmalkalden 
Familienstand:  ledig 
Adresse:   Spitzweidenweg 87, 07743 Jena 
Staatsangehörigkeit:  deutsch 
 
Schulausbildung: 
 1979-1989  10-klassige Polytechnische Oberschule "Thomas-Müntzer",  
    Fambach 
 
Berufsausbildung: 
 1989-1992  Ausbildung als Medizinisch-technische Laborassistentin  
    an der Medizinischen Fachschule "Semmelweis", Meiningen 
    (Erlangung der Hochschulzugangsberechtigung) 
 
Hochschulausbildung: 
1992-1998 Studium der Biologie an der Friedrich-Schiller-Universität,  
Jena 
    Hauptfach: Mikrobiologie 
    Nebenfächer: Medizinische Mikrobiologie, Pharmakologie,  
Botanik 
 1997-1998  Diplomarbeit am Institut für Humangenetik und  
    Anthropologie der Friedrich-Schiller-Universität, Jena  
mit dem Thema:  
    "Differenzierung komplexer Karyotypveränderungen bei  
    malignen hämatologischen Erkrankungen mittels  
    vergleichender Genomhybridisierung" 
 April 1998  Erlangung des akademischen Grades der Diplom-Biologin 
 ab Oktober 1999 Promotionsstudentin am Institut für Humangenetik und  
Anthropologie der Friedrich-Schiller-Universität, Jena 
 
Wissenschaftliche Laufbahn: 
März-Dezember 1998,  
April-Juni 2000  Wissenschaftliche Hilfskraft am Institut für Humangenetik  
und Anthropologie, Jena 
 
01.10.1998-30.09.1999 Stipendiatin der Herbert Quandt Stiftung der Varta AG 
 
01.04.1999-31.03.2000 Stipendiatin der Madeleine Schickedanz-Kinderkrebsstiftung 
 
01.07.2000-30.05.2003 Wissenschaftliche Mitarbeiterin im Rahmen eines von der 
Wilhelm-Sander-Stiftung geförderten Projektes  
Thema: „Identifizierung und Charakterisierung kryptischer 
chromosomaler Rearrangements bei myeloischen Leu-
kämien mittels High-resolution-multicolor-banding (MCB)“ 
 
Okt. – Dez. 2001 Forschungsaufenthalt am Baylor College of Medicine bei  
Prof. Dr. Lisa G Shaffer, Department of Molecular and Hu-
man Genetics in Houston, Texas, USA,  
gefördert durch Boehringer Ingelheim Fonds 
 
 
Jena, den 25.02.04 




P1. Starke H, Schreyer I, Fiedler W, Beensen V, Heller A, Nietzel A, Chudoba I, Claussen U, Liehr 
T. Molecular cytogenetic characterization of a prenatally detected supernumerary minute marker 
chromosome 8. Prenatal Diagn 1999, Vol 19, pp 1169-1174. 
 
P2. Heller A, Chudoba I, Bleck C, Senger G, Claussen U, Liehr T. Microdissection based compara-
tive genomic hybridization (Micro-CGH) analysis of secondary acute myelogenous leukemias. Int J 
Onc 2000, Vol 16, pp 461-468. 
 
P3. Hübler A, Seidel J, Kauf E, Schramm D, Beensen V, Heller A, Liehr T, Zintl F. Insulin-like 
growth factor serum concentrations reflect insufficient growth in a hypoplastic infant with partial 
trisomy 9q in the 12th week of life. J. of Pediatric Endocrinology & Metabolism, 2000 Vol 13; 445-
450. 
 
P4. Heller A, Seidel J, Hübler A, Starke H, Beensen V., Senger G, Rocchi M, Wirth J, Chudoba I, 
Claussen U, Liehr T. Molecular cytogenetic characterization of partial trisomy 9q in a case with 
pyloric stenosis and a review of the literature. J Med Genet, 2000, Vol 37, pp 529-532. 
 
P5. Nietzel A, Rocchi M, Starke H, Heller A, Fiedler W, Wlodarska I, Loncarevic IF, Beensen V, 
Claussen U, Liehr T. A new multicolor-FISH approach for the characterizations of marker chromo-
somes: centromere-specific multicolor-FISH (cenM-FISH). Hum Genet, 2000, Vol 108, pp 199-204. 
 
P6. Kebelmann-Betzing C, Seeger K, Kulozik A, Henze G, Liehr T, Heller A, Teigler-Schlegel A. 
Secondary acute myeloid leukemia after treatment of acute monoblastic leukemia. N Engl J Med 
2000, Vol 343, pp 1897-1898. 
 
P7. Yu YX, Heller A, Liehr T, Aurelian L. Expression analysis and chromosome location of a novel 
gene (H11) associated with the growth of human melanoma cells. Int J Onc 2001, Vol. 18, pp 905-
911.  
 
P8. Starke H, Raida M, Trifonov V, Clement JH, Loncarevic IF, Heller A, Bleck C, Nietzel A, 
Rubtsov N, Claussen U, Liehr T. Molecular cytogenetic characterization of an acquired supernu-
merary minute marker chromosome as sole abnormality in a case clinically diagnosed as Phila-
delphia negative chronic myelogenous leukaemia. Br. J. Haematol 2001, Vol 113, pp 435-438. 
 
P9. Bleichert A, Fiedler W, Claussen U, Ernst G, Loncarevic IF, Heller A, Liehr T, Kunert C, von 
Eggeling F. A long distance-PCR derived FISH probe detects a deletion between p15 and p16 in 
CML and T-ALL patients. Int J Mol Med 2001, Vol. 7, pp591-595 
 
P10. Alves G, Heller A, Fiedler W, Mendes Campos M, Claussen U, Ornellas AA, Liehr T. Genetic 
imbalances in 26 PENILE SCC cases. Genes Chr Cancer 2001, Vol 31, pp 48-53.  
 
P11. Liehr T, Beensen V, Hauschild R, Ziegler M, Hartmann I, Starke H, Heller A, Kähler C, 
Schmidt M, Reiber W, Hesse M, Claussen U. Pitfalls of rapid prenatal diagnosis using the inter-
phase nucleus. Prenat Diagn, 2001, Vol 21, pp 419-421.  
 
P12. Liehr T, Heller A, Starke H, Claussen U. High-quality CGH slides irrespective of the lympho-
cyte suspension used. Technical Tips Online, http://research.bmn.com/  
 
P13. Mrasek K, Heller A, Rubtsov N, Trifonov V, Starke H, Rocchi M, Claussen U, Liehr T. 
Reconstruction of the female Gorilla gorilla karyotype by Zoo-FISH using 25-color FISH and multi-
color banding (MCB). Cytogenet Cell Genet 2001, Vol. 93, pp 242-248. 
 
10 Publikationsliste   
P14. Starke H , Senger G, Kossakiewicz M, Tittelbach H, Rau D, Rubtsov N, Trifonov V, Heller A, 
Hartmann I, Claussen U, Liehr T. Maternal insertion of 18q11.2-q12.2 in 18p11.3 of the same 
chromosome analysed by microdissection and multicolour banding (MCB). Prenat Diag 2001, Vol. 
21, pp 1049-1052. 
 
P15. Weise A, Starke H, Heller A, Claussen U, Liehr T. Evidence for interphase DNA deconden-
sation transverse to the chromosome axis – a multicolor banding (MCB) analysis. Int J Mol Med 
2002, Vol 9, pp 359-361. 
 
P16. Liehr T, Heller A, Starke H, Rubtsov N, Trifonov V, Mrasek K, Weise A, Kuechler A, Claussen 
U. Microdissection based high resolution multicolor banding (MCB) for all 24 human chromosomes. 
Int J Mol Med 2002, Vol 9, pp 335-339. 
 
P17. Liehr T, Schmidt M, Starke H, Ziegler M, Kittner G, Heller A, Rubtsov N, Trifonov V, Claussen 
U. First case of trisomy 13 plus mosaic trisomy 1q. Fet Diag Ther 2002, Vol. 17, pp133-136. 
 
P18. Loncarevic IF, Römer J, Starke H, Heller A, Bleck C, Ziegler M, Fiedler W, Liehr T, Clement 
JH, Claussen U. Heterogenic molecular basis for loss of ABL1-BCR transcription: Deletions in 
der(9)t(9;22) and variants of standard t(9;22) in BCR-ABL1-positive chronic myeloid leukemia. 
Genes Chr Cancer 2002, Vol. 34, pp 193-200. 
 
P19. Heller A, Starke H, Trifonov V, Rubtsov N, Wedding U, Loncarevic IF, Bleck C, Claussen U, 
Liehr T. A complex translocation event between the two homologues of chromosomes 5 leading to 
a del(5)(q21q33) as a sole aberration in a case clinically diagnosed as CML - characterization of 
the aberration by multicolor banding (MCB). In J Onc 2002, Vol. 20, pp 1179-1181. 
 
P20. Weise A, Starke H, Heller A, Tönnies H, Volleth M, Stumm M, Senger G, Nietzel A, Claussen 
U, Liehr T. Chromosome 2 aberrations in clinical cases characterized by high resolution multicolor 
banding (MCB) and region specific FISH probes. J Med Genet 2002, Vol 39, pp 434-439. 
 
P21. Liehr T, Schreyer I, Neumann A, Beensen V, Ziegler M, Hartmann I, Starke H, Heller A, 
Nietzel A, Claussen U. Two more possible pitfalls of rapid prenatal diagnostics using interphase 
nuclei. Prenat Diagn 2002, Vol. 22, pp 497-499. 
 
P22. Bandyopadhyay R, Heller A, Knox-DuBois C, McCaskill C, Berend SA, Page SL, Shaffer LG. 
Parental origin and timing of de novo Robertsonian translocation formation. Am J Hum Genet 2002; 
Vol. 71, pp 1456-1462. 
 
P23. Liehr T, Weise A, Heller A, Starke H, Mrasek K, Kuechler A, Weier HU, Claussen U. Multi-
color chromosome banding (MCB) with YAC/BAC-based probes and region-specific microdissec-
tion DNA libraries. Cytogenet Genome Res 2002, Vol. 97, pp 43-50. 
 
P 24. Starke H, Seidel J, Henn W, Reichardt S, Volleth M, Stumm M, Behrend C, Sandig KR, 
Kelbova C, Senger G, Albrecht B, Hansmann I, Heller A, Claussen U, Liehr T. Homologous se-
quences at human chromosome 9 bands p12 and q13-21.1 are involved in different patterns of 
pericentric rearrangements. Eur J Hum Genet 2002, Vol. 10, pp 790-800. 
 
P25. Starke H, Mitulla B, Nietzel A, Heller A, Beensen V, Grosswendt G, Claussen U, von Eggeling 
F, Liehr T. First patient with trisomy 21 accompanied by an additional der(4)(:p11 --> q11:) plus 
partial uniparental disomy 4p15-16. Am J Med Genet 2003, Vol. 116, pp 26-30. 
 
P 26. Nietzel A, Albrecht B, Starke H, Heller A, Gillessen-Kaesbach G, Claussen U, Liehr T. Partial 
hexasomy 15pter-->15q13 including SNRPN and D15S10: first molecular cytogenetically proven 
case report. J Med Genet 2003, Vol. 40, e28. 
 
P27. Liehr T, Starke H, Heller A, Weise A, Beensen V, Senger G, Kittner G, Prechtel M, Claussen 
U, Seidel J. Evidence for a new microdeletion syndrome in 15q21. Int J Mol Med 2003, Vol. 11, pp 
575-577. 
10 Publikationsliste   
P28. Trifonov V, Seidel J, Starke H, Martina P, Beensen V, Ziegler M, Hartmann I, Heller A, Nietzel 
A, Claussen U, Liehr T. Enlarged chromosome 13 p-arm hiding a cryptic partial trisomy 6p22.2-
pter. Prenat Diagn 2003, Vol. 23, pp 427-430. 
 
P30. Heller A, Rubtsov N, Kytola S, Karamysheva TV, Sablina OV, Degtyareva MM, Starke H, 
Metzke H, Claussen U, Liehr T. Highly complex karyotypic changes in acute myelogenous 
leukemia: a case report. Int J Oncol 2003, Vol. 23, pp 139-143. 
 
P31. Mrasek K, Heller A, Rubtsov N, Trifonov V, Starke H, Claussen U, Liehr T. Detailed Hylobates 
lar karyotype definied by 25-color FISH and multicolor banding (MCB). Int J Mol Med. Vol 12, pp 
139-46. 
 
P32. Seidel J, Heller A, Senger G, Starke H, Chudoba I, Kelbova C , Tönnies H, Neitzel H, Haase 
C, Beensen V, Zintl F, Claussen U, Liehr T. A multiple translocation event in a patient with hexa-
dactyly, facial dysmorphism, mental retardation and behavior disorder characterized comprehen-
sively by molecular cytogenetics – Case report and review of the literature. Eur J Pediatr. 162: 582-
588 
 
P33. Liehr T, Ziegler M, Starke H, Heller A, Küchler A, Kittner G, Beensen V, Seidel J, Häßler H, 
Müsebeck J, Claussen U. Conspicuous GTG banding results of the centromere near region can be 
caused by alphoid DNA heteromorphism. Clinical Genet. Vol 64, pp 166-167. 
 
P34. Starke H, Mitulla B, Beensen V, Trifonov V, Rubtsov N, Heller A, Ziegler M, Neumann A, 
Claussen U, Liehr T. First postantal case of mosaic del(22)/r(22). Prenat Diag. in press  
 
P35. Heller A, Brecevic L, Glaser M, Loncarevic IF, Gebhart E, Claussen U, Liehr T. Trisomy 8 as 
the sole chromosomal aberration in myelocytic mailgnancies: a comprehensive molecular cytoge-
netic analysis reveals no cryptic aberrations. Cancer Genet Cytogenet. in press 
 
P36. Heller A, Trifonov V, Rubtsov N, Sauerbrey A, Starke H, Loncarevic IF, Claussen U, Liehr T. 
Complex chromosomal rearrangements in a secondary acute myeloblastic leukemia after chemo-
therapy in TRAPS. Int J Onc. in press  
 
P37. Heller A, Fricke HJ, Starke H, Loncarevic IF, Claussen U, Liehr T. Characterization of a highly 
aberrant plasma cell leukemia karyotype: a case report. Oncolocy reports. in press 
 
P38. Heller A, Loncarevic IF, Glaser M, Gebhart E, Trautmann U, Claussen U, Liehr T. Breakpoint 
differentiation in chromosomal aberrations of hematological malignancies – Identification of 33 
previously unrecorded breakpoints. Int J Onc. submitted  
 
P39. Starke H, Nietzel A, Weise A, Heller A, Mrasek K, Belitz B, Kelbova C, Volleth M, Albrecht B, 
Mitulla B, Trappe R, Bartels I, Adolph S, Dufke A, Singer S, Stumm M, Wegner RD, Seidel J, 
Schmidt A, Küchler A, Schreyer I, Claussen U, von Eggeling F, Liehr T. Small supernumerary 
marker chromosomes (SMC): genotype – phenotype correlation and classification. Hum Genet. in 
press 
 
P40. Zumkeller W, Volleth M, Muschke P, Tönnies H, Heller A, Liehr T, Wieacker P, Stumm M. 
Genotype / phenotype analysis in a patient with pure and complete trisomy 12p. J Med Genet. 
submitted 
 
10 Publikationsliste   
review 
- T Liehr, A Heller, H Starke, U Claussen. Fluorescence in situ hybridization (FISH) banding 
methods - applications in research and diagnostic. Expert Review of Molecular Diagnostics 2002, 





- A Nietzel, A Heller, H Starke, T Liehr. Centromere-specific multicolor-FISH (cenM-FISH). In: 
FISH-Technology, Springer-labmanual, Springer, Berlin, 2002, pp 425-431, ISBN: 3-540-67276-1.  
 
- T Liehr, A Nietzel, M Rocchi, A Heller, H Starke, U Claussen, F v Eggeling. Centromere-specific 
multicolor-FISH (cenM-FISH) followed by analysis for uniparental disomy - a useful tool in prenatal 
diagnosis. In: Early prenatal diagnosis, fetal cells and DNA in the mother - present state and per-
pectives. The Karolinum Press, Prag, 2002, pp 293-300, ISBN: 80-246-0397-7. 
10 Publikationsliste   
Kongressbeiträge 
 
K1. Heller A, Chudoba I, Claussen U. Differenzierung komplexer Karyotypveränderungen bei ma-
lignen hämatologischen Erkrankungen mittels comparative genomic hybridization (CGH). 
Abstractband der 10. Tumorzytogenetischen Arbeitstagung, 22.-24.Mai 1997. (Vortrag) 
 
K2. Chudoba I, Stauch M, Senger G, Heller A, Bleck C, Claussen U. Ist der Verlust von 18p eine 
typische Aberration bei Polycythämia vera?. Abstractband der 10. Tumorzytogenetischen 
Arbeitstagung, 22.-24.Mai 1997. 
 
K3. Heller A; Chudoba I; Haas OA, Claussen U. Partial trisomy 3q detected by comparative 
genomic hybridization (CGH) in juvenile myelomonocytic leukemia. Med Genetik 1998; Vol 10, p 
129 (Abstractnr. P2B-4). 
 
K4. Heller A, Starke H, Seidel J, Beensen V, Senger G, Rocchi M, Wirth J, Chudoba I, Claussen U, 
Liehr T. Molecular cytogenetic characterization of a partial trisomy 9q to narrow down a putative 
critical region of a gene responsible for pyloric stenosis. Med Genetik 1999; Vol 11, p 166 
(Abstractnr. P4-19). 
 
K5. Liehr T, Heller A, Starke H, Wirth J, Senger G, Chudoba I, Rocchi M, Weier H-U, Claussen U. 
High resolution multicolor banding (hrM-FISH) for human chromosome 13 using YAC libraries as 
probes. Med Genetik 1999; Vol 11, p 132 (Abstractnr. W11-4). 
 
K6. Nietzel A, Starke H, Heller A, Senger G, Claussen U, Liehr T. Centromere specific 24-color-
FISH - a new approach for the characterization of marker chromosomes. Med Genetik 1999; Vol 
11, p 132-133 (Abstractnr. W11-6). 
 
K7. Starke H, Schreyer I, Fiedler W, Beensen V, Heller A, Chudoba I, Claussen U, Liehr T. Alter-
native strategy for the molecular characterization of small marker chromosomes in prenatal cases. 
Med Genetik 1999; Vol 11, p 174 (Abstractnr. P4-56). 
 
K8. Heller A, Starke H, Ziegler M, Loncarevic I F, Claussen U, Liehr T. Ist der Ausschluß eines 
Sub-Klones mit numerischen Veränderungen der Chromosomen 7 und/oder 8 mittels FISH bei der 
ALL von Relevanz? Abstractband der 12. Tumorzytogenetischen Arbeitstagung, 27.-29.Mai 1999. 
(Vortrag) 
 
K9. Starke H, Heller A, Ziegler M, Loncarvic I F, Claussen U, Gebhart E, Liehr T. Eine neue Drei-
farb-FISH-Methode zur Verlaufskontrolle Ph-positiver CML-Fälle nach gegengeschlechtlicher KMT. 
Abstractband der 12. Tumorzytogenetischen Arbeitstagung, 27.-29.Mai 1999. 
 
K10. Liehr T, Starke H, Loncarvic I F, Heller A, Ziegler M, Claussen U. Einsatz der p53 FISH-
Sonde zur Prognosedifferenzierung bei Leukämien. Abstractband der 12. Tumorzytogenetischen 
Arbeitstagung, 27.-29.Mai 1999. 
 
K11 Liehr T, Starke H, Heller A, Wirth J, Senger G, Chudoba I, Rocchi M, Claussen U. Multicolor 
banding (MCB) of human chromosome 13 based on region specific YAC clones and microdissec-
tion libraries. Cytogenet Cell Genet 1999; Vol 85: p 30 (Abstractnr. O 099). 
 
K12. Nietzel A, Starke H, Heller A, Fiedler W, Senger G, Gebhart E, Rocchi M, Claussen U, Liehr 
T. Characterization of small marker chromosomes by centromere specific 24-color FISH. 
Cytogenet Cell Genet 1999; Vol 85: p 40 (Abstractnr. P 142). 
 
K13. Heller A, Starke H, Loncarevic IF, Senger G, Chudoba I, Claussen U, Liehr T. Characteriza-
tion of a highly aberrant plasmocytoma case with 24-color FISH, CGH, multicolor banding (MCB) 
and region specific FISH probes. Cytogenet Cell Genet 1999; Vol 85: p 72 (Abstractnr. P 280). 
 
K14. Starke H, Heller A, Seidel J, Beensen V, Senger G, Stumm M, Wirth J, Kearney L, Claussen 
U, Liehr T. Molecular cytogenetic characterization of the region 2q37 in patients suffering from 
brachydactyly E. Cytogenet Cell Genet 1999; Vol 85: p 166 (Abstractnr. P 704). 
10 Publikationsliste   
K15. Starke H, Rump A, Seidel J, Beensen V, Stumm M, Wirth J, Heller A, Claussen U, Liehr T. 
Molecular cytogenetic characterization of the chromosomal region 2q37 in patients suffering from 
brachydactyly E including probes for the putative candidate gene LOBO1. Am J Hum Genet 1999, 
Vol 65, p A358 (Abstractnr. 2023). 
 
K16. Heller A, Starke H, Loncarevic IF, Senger G, Chudoba I, Claussen U, Liehr T. Molecular cyto-
genetic characterization of a highly aberrant plasmocytoma case with 24-color FISH, CGH, multi-
color banding (MCB) and region specific FISH probes. Am J Hum Genet 1999, Vol 65, p A130 
(Abstractnr. 695). 
 
K17. Liehr T, Heller A, Starke H, Lemke J, Wirth J, Senger G, Chudoba I, Rocchi M, Claussen U. 
Multicolor banding (MCB) of human chromosomes 1, 5 and 13 based on region specific YAC 
clones and microdissection libraries. Am J Hum Genet 1999, Vol 65, p A9 (Abstractnr. 39). 
 
K18. N Rubtsov, T Karamysheva, T Babochkina, N Zhdanova, V Trifonov, H Starke, A Heller, K 
Junker, T Liehr, U Claussen. A new simple version of chromosome microdissection tested by probe 
generation for 24-multi-color FISH, multi-color banding (MCB), ZOO-FISH and in clinical 
diagnostics. Med Genetik 2000; Vol 12, p 65 (Abstractnr. W12-4).  
 
K19. A Nietzel, I Wlodarska, A Heller, H Starke, E Gebhart, B Rautenstrauss, M Rocchi, A 
Hagemeijer, U Claussen, T Liehr. Amplification of centromeric satellite DNA in marker chromo-
somes with homogeneously staining regions (HSR) identified by centromere-specific 24-color 
FISH. Med Genetik 2000; Vol 12, p 61 (Abstractnr. W9-5).  
 
K20. A Heller, H Starke, V Trifonov, N Rubtsov, J Lemke, J Wirth, G Senger, I Chudoba, M Rocchi, 
U Claussen, T Liehr. Multicolor banding (MCB) of human chromosomes based on region specific 
YAC clones and/or microdissection libraries. Med Genetik 2000; Vol 12, p 92 (Abstractnr. P-I-2.3). 
 
K21. M Ziegler, A Schmidt, A Nietzel, H Starke, A Heller, G Senger, U Claussen, T Liehr. 
Identification and molecular characterization of a prenatally detected maternally inherited supernu-
merary small ring chromosome 8p. Med Genetik 2000; Vol 12, p 100 (Abstractnr. P-I-4.6).  
 
K22. I Schreyer, V Beensen, KH Eichhorn, A Heller, T Liehr, E Schulze, H Starke, U Claussen. 
Detection of a small unbalanced 1/17 translocation in a mentally retarded and dysmorphic child via 
chromosome analysis of the parents. Med Genetik 2000; Vol 12, p 101-102 (Abstractnr. P-I-4.13). 
 
K23. T Liehr, A Nietzel, A Heller, H Starke, V Trifonov, M Rocchi, W Fiedler, U Claussen. A new M-
FISH technique: centromere specific 24-color FISH (cenM-FISH). Proceedings of the First Euro-
conference on quantitative molecular cytogenetics, Italien, Bari, 13-15.04.2000, pp 36-38. 
 
K24. M Stumm, S Kleindorff, M Volleth, G Bollmann, A Heller, T Liehr, S Neubauer. The quantifica-
tion of spontaneous and radiation induced chromosomal aberrations by three color FISH. Pro-
ceedings of the First Euroconference on quantitative molecular cytogenetics, Italien, Bari, 13-
15.04.2000, pp 28-31. 
 
K25. IF Loncarevic , H Starke, A Heller, C Bleck, M Ziegler, W Fiedler, T Liehr, HJ Clement, C 
Kelbova, U Claussen. BCR-ABL positive but ABL-BCR negative chronic myeloid leukemia (CML) 
result from a deletion in chromosome der(9)t(9;22) and from BCR-ABL formation by gene insertion. 
Onkologie 2000, Vol 23/S7, p134, Abstractnr. 0508. 
 
K26. H Starke, M Rocchi, H-U Weier, A Heller, R Niemann, RA Pfeiffer, U Claussen, T Liehr. Multi-
color banding (MCB) of human chromosome 22 - application of the probe mix for the characteriza-
tion of "cat eye chromosome" inv dup(22)(q11). Europ J Hum Genet, 2000, Vol 8 Suppl 1, p 87 
(Abstractnr. P-295).  
 
K27. A Heller, A Nietzel, M Rocchi, W Fiedler, H Starke, U Claussen, T Liehr. Centromere specific 
multi-color FISH (cenM-FISH) - a new and rapid method for the identification of marker chromo-
somes. Europ J Hum Genet, 2000, Vol 8 Suppl 1, p 87 (Abstractnr. P-294).  
 
10 Publikationsliste   
K28. A Heller, A Nietzel, M Rocchi, H Starke, W Fiedler, U Claussen, T Liehr. The identification of 
marker chromosomes with a new multi-color FISH technique specific for centromeres. Cell Mol Biol 
2000, Vol 46, Abstractnr. 90.  
 
K29. K Mrasek, A Heller, H Starke, V Trifonov, N Rubtsov, U Wedding, I Loncarevic, C Bleck, U 
Claussen, T Liehr. Complex translocation between the two homologue chromosomes 5 in CML - 
characterization of the aberration by multicolor banding (MCB). Europ J Hum Genet 2001, Vol 
9/S1, p132, Abstractnr. P0164.  
 
K30. A Heller, N Rubtsov, V Trifonov, H Starke, IF Loncarevic, U Claussen, T Liehr. 
Characterization of complex aberrant leukemia cases by means of multicolor banding (MCB). 
Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1, pp133-134, Abstractnr. P0171.  
 
K31. A Küchler, S Michel, B Pool-Zobel, A Schäferhenrich, A Heller, H Starke, V Trifonov, N 
Rubtsov, U Claussen, T Liehr. Characterization of the colon cell line HT29 clone 19A by means of 
GTG-banding, 24-color FISH and multicolor banding (MCB). Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1, 
p138, Abstractnr. P0193.  
 
K32. T Liehr, A Heller, H Starke, A Weise, K Mrasek, V Trifonov, N Rubtsov, U Claussen. 
Multicolor banding (MCB) of all human chromosomes based on region specific microdissection 
libraries. Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1, p138, Abstractnr. P0207.  
 
K33. V Beensen, T Liehr, A Heller, H Starke, M Wiederhold, P Mühlig, P Ullmann. 
Ultrastructure analyses on human chromosomes in the interphase and mitosis of the cell cycle with 
the laser scanning microscop LSM 510. Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1, pp141-142, 
Abstractnr. P0209. 
 
K34. A Weise, H Starke, M Volleth, M Stumm, A Heller, N Rubtsov, V Trifonov, M Rocchi, K 
Mrasek, U Claussen, T Liehr. Chromosome 2 rearrangements precisely characterized by multicolor 
banding (MCB) and simultaneously with region specific probes. Europ J Hum Genet 2001, Vol 
9/S1, p142, Abstractnr. P0212.  
 
K35. U Claussen, J Lemke, J Claussen, I Chudoba, V Trifonov, N Rubtsov, H Starke, A Heller, K 
Sperling, T Liehr. Chromosomes in interphase are similar to metaphase chromosomes. Europ J 
Hum Genet 2001, Vol 9/S1, p144, Abstractnr. P0221.  
 
K36. H Starke, G Senger, M Kossakiewicz, H Tittelbach, N Rubtsov, V Trifonov, A Heller, U 
Claussen, T Liehr. Maternal insertion of 18q11.2-q12.2 in 18p11.3 leading to recurrent unbalanced 
translocations in the offspring detected by microdissection and multicolor banding (MCB). Europ J 
Hum Genet 2001, Vol 9/S1, p152, Abstractnr. P0265.  
 
K37. I Hartmann, H Starke, A Nietzel, F Von Eggeling, A Heller, M Rocchi, V Beensen, B Mitulla, U 
Claussen, T Liehr. Characterization of a small supernumerary marker chromosome by centromere 
specific multicolor-color FISH (cenM-FISH): case report. Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1, p142, 
Abstractnr. P0210.  
 
K38. R Hauschild, V Beensen, A Heller, H Starke, T Liehr. Suspicion on triple - X - syndrome in 
rapid prenatal FISH diagnosis on uncultivated amniotic fluid cells: Problems and pitfalls for genetic 
counselling. Europ J Hum Genet 2001, Vol 9/S1 pp255-256, Abstractnr. P0800. 
 
K39. (o) U Claussen, J Lemke, J Claussen, A Heller, H Starke, V Trifonov, N Rubtsov, K Sperling, 
T Liehr. Chromosome dynamics in vivo. Ann Genet 2001, Vol 44/S1, p17.  
 
K40. (Posterpreis) K Mrasek, A Heller, H Starke, M Rocchi, V Trifonov, N Rubtsov, U Claussen, T 
Liehr. Human multicolor banding (MCB) probes applied for ZOO-FISH in Gorilla gorilla. Ann Genet 
2001, Vol 44/S1, p33, Abstractnr. 1-035.  
 
K41. A Heller, N Rubtsov, V Trifonov, H Starke, IF Loncarevic, U Claussen, T Liehr. 
Characterization of complex aberrant leukemias by means of multicolor banding (MCB). Ann Genet 
2001, Vol 44/S1, p112, Abstractnr. 2-384. 
 
10 Publikationsliste   
K42. T Liehr, A Heller, H Starke, A Weise, K Mrasek, V Trifonov, N Rubtsov, U Claussen. 
Multicolor banding (MCB) of all human chromosomes using region specific midi libraries. Ann 
Genet 2001, Vol 44/S1, p161, Abstractnr. 3-601.  
 
K43. A Weise, H Starke, M Rocchi, A Heller, U Claussen, T Liehr. Chromosome 2 Rearrangements 
characterized by MCB combined with reguion specific probes. Ann Genet 2001, Vol 44/S1, p69, 
Abstractnr. 1-178.  
 
K44. H Starke, A Nietzel, F von Eggeling, A Heller, M Rocchi, V Beensen, U Claussen, T Liehr. 
Characterization of a small SMC by centromere specific multicolor FISH (cenM-FISH). Ann Genet 
2001, Vol 44/S1, p161, Abstractnr. 3-600. 
 
K45. (o) U Claussen, J Lemke, J Claussen, S Michel, A Heller, H Starke, V Trifonov, N Rubtsov, K 
Sperling, T Liehr. Chromosomal bands in interphase nuclei. Chromosome Research 2001, 
Vol9/S1, p1, Abstractnr. L8.  
 
K46. A Heller, K Mrasek, N Rubtsov, V Trivonof, H Starke, M Rocchi, U Claussen, T Liehr. Recon-
struction of the female Gorilla gorilla karyotype by ZOO-FISH using 25-colour FISH and multicolour 
banding (MCB). Chromosome Research 2001, Vol9/S1, p68, Abstractnr P16.  
 
K47. T Liehr, A Heller, H Starke, A Weise, K Mrasek, V Trifonov, N Rubtsov, U Claussen. 
Application of the complete human multicolor banding (MCB) set in cancer and clinical cytogenet-
ics. Am J Hum Genet 2001, Vol 69/S1, p335, Abstractnr 895.  
 
K48. A Heller, K Mrasek, M Rocchi, V Trifonov, N Rubtsov, H Starke, U Claussen, T Liehr. Human 
multicolor banding (MCB) probes applied for ZOO-FISH in Gorilla gorilla and Hylobates lar. Am J 
Hum Genet 2001, Vol 69/S1, p323, Abstractnr 821.  
 
K49. U Claussen, J Lemke, J Claussen, I Chudoba, V Trifonov, N Rubtsov, A Heller, H Starke, K 
Sperling, T Liehr. The shape and DNA mediated banding pattern of chromosomes in interphase 
are similar to metaphase chromosomes. Am J Hum Genet 2001, Vol 69/S1, p314, Abstractnr 766.  
 
K50. (o) T Liehr, A Heller, H Starke, A Weise, K Mrasek, V Trifonov, N Rubtsov, U Claussen. 
Multicolor banding (MCB) - a versatile tool for characterization of exact chromosomal breakpoints. 
Abstracts of the HGM2002 (Human Genome Meeting) 14.-17.04.2002, Schanghai, China, p 63, 
Abstractnr. 80.  
 
K51. A Weise, H Starke, A Heller, U Claussen, T Liehr. Reexamination of chromosome 2 
rearrangements characterized by multicolor banding (MCB) by region-specific FISH probes Europ J 
Hum Genet 2002, Vol. 10 Suppl. 1, p 94; Abstractnr P0097.   
 
K52. A Kuechler, A Weise, S Michel, B Pool-Zobel, A Schaeferhenrich, A Heller, H Starke, TG 
Wendt, U Claussen, T Liehr. Precise characterization of chromosomal rearrangements of the colon 
cancer cell line HT29 clone 19A by multicolor banding (MCB). Europ J Hum Genet 2002, Vol. 10 
Suppl. 1, p 87; Abstractnr P0064. 
 
K53. (o) H Starke, A Weise, A Nietzel, A Heller, U Claussen, T Liehr. A new probe set for the char-
acterization of centromere-near rearrangements. Europ J Hum Genet 2002, Vol. 10 Suppl. 1, p 
147; Abstractnr P0346.  
 
K54. A Heller, B Albrecht, A Nietzel, H Starke, F von Eggeling, U Claussen, T Liehr. 
Characterization of two small supernumerary marker chromosomes (SMC) by acro/cenM-FISH – 
first case with partial hexasomy 15pter→15q13. Europ J Hum Genet 2002, Vol. 10 Suppl. 1, p 146; 
Abstractnr P0342. 
 
10 Publikationsliste   
K55. (o) T Liehr, A Nietzel, H Starke, A Heller, A Weise, K Mrasek, U Claussen. Straight-forward 
characterization of small human marker-chromosomes by centromere-specific multicolor-FISH 
(cenM-FISH), high resolution multicolor banding (MCB) and analysis for uniparental disomy (UPD). 
The Scand J Clin And Lab Investig 2002, Vol. 62 Supp 236, pp 19-20. 
 
K56. (o) T Liehr, A Nietzel, M Oliver Bonet, H Starke, A Heller, A Weise, F v Eggeling, U Claussen. 
Characterization of human small marker-chromosomes by centromere-specific multicolor-FISH 
(cenM-FISH) and high resolution multicolor banding (MCB). Med Genetik 2002; Vol 14, p 253; 
Abstractnr W2-03. 
 
K57. (o) H Starke, A Heller, A Weise, A Nietzel, U Claussen, T Liehr. A new subcentromeric probe 
set for the characterization of centromere-near rearrangements. Med Genetik 2002; Vol 14, p 262; 
Abstractnr W11-04. 
 
K58. I Schreyer, V Beensen, KH Eichhorn, A Heller, T Liehr, U Claussen. Dup(13)(q14.2q21.1) – 
yet another differential diagnostic aspect for short stature like phenotype. Med Genetik 2002, Vol. 
14, p 286; Abstractnr P1-04 19. 
 
K59. (o) H Starke, V Trifonov, J Seidel, V Beensen, A Heller, U Claussen, T Liehr. Enlarged chro-
mosome 13 p-arm hiding a cryptic partial trisomy 6p22.2-pter. Europ J Hum Genet 2003, Vol 11 






11 Danksagung   
11 Danksagung 
 
Die vorliegende Arbeit wurde am Institut für Humangenetik und Anthropologie der Fried-
rich-Schiller-Universität, Jena, in der Arbeitsgruppe „Molekulare Zytogenetik“ angefertigt 
und wäre ohne die Hilfe vieler Menschen nicht in dieser Form möglich gewesen.  
Ich möchte all denen herzlich danken, die mich während dieser Zeit unterstützt und moti-
viert haben. 
 
Besonderen Dank schulde ich Dr. Thomas Liehr für die Bereitstellung des Themas, die 
Betreuung und ununterbrochene Unterstützung während dieser Arbeit, für wertvolle Rat-
schläge und die Durchsicht des Manuskriptes.  
 
Prof. Dr. Uwe Claussen danke ich für die Möglichkeit, die vorliegende Arbeit am Institut für 
Humangenetik und Anthropologie, Jena, anfertigen zu können, das Interesse an meiner 
Arbeit, seine rege Diskussionsbereitschaft sowie die Durchsicht des Manuskriptes. 
 
Allen „FISHern“ herzlichen Dank für die gute Zusammenarbeit, die Anteilnahme an meiner 
Arbeit, die praktische Unterstützung und nicht zu vergessen: die Energie-liefernde Atmo-
sphäre der Frühstücksrunde. Namentlich (in alphabetischer Reihenfolge) möchte ich mich 
bedanken bei: Isabell Hartmann, Constanze Karst, Dr. Alma Küchler, Angela Nietzel, 
Heike Starke, Anja Weise und Monika Ziegler.  
 
Weiterhin danke ich Dr. Vladimir Trifonov und Dr. Nikolai Rubtsov für deren engagierten 
Einsatz beim Herstellen der Mikrosezierungsbanken, Kristin Mrasek für ihre zielstrebige 
und erfolgreiche Bearbeitung der Primatenzellinien sowie Dr. Lukrecija Brecevic und 
Melanie Glaser für ihre Unterstützung bei Analyse der Trisomie 8-Fälle. 
 
Ebenso gilt mein Dank allen – auch ehemaligen – Mitarbeitern und Gästen des Institutes 
für Humangenetik und Anthropologie, die mich durch Bereitstellung von Zellsuspensionen 
und DNA-Sonden, Einarbeitung in neue Methoden, Diskussionen und ihre Sympathie 
unterstützt haben. 
 
Dankbar bin ich auch Dr. Ivan F. Loncarevic für dessen kritische Sicht der Dinge, seine 
Motivation und wertvollen Tips bezüglich des Manuskriptes.  
 
Für die finanzielle Unterstützung bedanke ich mich bei der Herbert Quandt Stiftung der 
Varta-AG, der Madeleine Schickedanz-Kinderkrebsstiftung, der Wilhelm-Sander-Stiftung 
sowie bei Boehringer Ingelheim Fonds.  
 
Weiterhin möchte ich Prof. Dr. Lisa G. Shaffer und ihren Mitarbeitern am Baylor College of 
Medicine in Houston für die freundliche Aufnahme in die Arbeitsgruppe und Betreuung im 








Ein besonderer Dank gilt meiner Familie und Freunden für deren immerwährende 
geduldige moralische Unterstützung und Anteilnahme an meinem Tun. 
 
11 Danksagung   
Allen externen Einsendern (im folgenden alphabetisch aufgelistet) von Proben und Zell-
material möchte ich hiermit danken: 
 
• Dr. Britta Belitz, Praxis für Medizinische Genetik, Berlin 
• Andrea Bier, Genetische Beratung, Institut für klinische Genetik, Dresden 
• Dipl.-Biol. Anette Dermitzel, Labor für Humangenetik, Pränataldiagnostik, Peine 
• Dr. Andreas Dufke, Institut für Humangenetik, Abt. Medizinische Genetik, Tübingen 
• Prof. Dr. Erich Gebhart, Institut für Humangenetik, Friedrich-Alexander-Universität 
Nürnberg-Erlangen 
• Dr. G. Gillessen-Kaesbach, Institut für Humangenetik, Universitäts-Klinikum, Essen 
• Dr. Jürgen Götz, Partnerschaft, Humangenetische Beratung und Diagnostik, Wetzlar 
• Prof. Dr. Oskar Haas, St. Anna Kinderspital, Wien 
• Prof. Dr. Ingo Hansmann, Institut für Humangenetik und Medizinische Biologie, Halle 
• Dr. Gabriele Hickmann, Praxis für Pränatal-Medizin und Genetik, Düsseldorf 
• Dr. Annelore Junge, Praxis für Medizinische Genetik, Dresden 
• Prof. Dr. E. Kauf, Kinderklinik der FSU, Jena 
• Dr. Christina Kelbova, Praxis Dr. Küpferling, Cottbus 
• Dr. Christian Kebelmann-Betzing, Charité Campus, Berlin 
• OA. Dr. H.G. Sayer der Mildred-Scheel-Station für Knochenmarktransplantation der 
Klinik für Innere Medizin der FSU, Jena 
• OA Dr. Jörg Seidel, Kinderklinik der FSU, Jena 
• Dr. Martina Stauch, Hämatologie und internistische Onkologie, Kronach 
• Dr. Markus Stumm, Praxis für Ultraschall und Humangenetik, Berlin 
• Dr. Hanne Tittelbach, Gemeinschaftspraxis Dr. Kossakiewicz, Nürnberg 
• Dr. Holger Tönnies, Institut für Humangenetik, Charité Campus, Berlin 
• Dr. Marianne Volleth, Institut für Humangenetik, Universitäts-Klinikum, Magdeburg 
• OA Dr. U. Wedding der Poliklinik für Hämatologie und Station 9, Klinik für Innere 
Medizin der FSU, Jena 














Ich erkläre hiermit, daß ich die vorliegende Arbeit selbstständig angefertigt und alle 






Jena, den 25.02.04     
 
